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ABSTRACT	  	  Advanced	  imaging	  of	  veterinary	  cancer	  patients	  has	  evolved	  in	  recent	  years	  and	  modalities	  once	  limited	  to	  human	  medicine	  have	  now	  been	  described	  for	  diagnostic	  purposes	  in	  veterinary	  medicine	  (positron	  emission	  tomography/computed	  tomography,	  single-­‐photon	  emission	  computed	  tomography,	  whole	  body	  magnetic	  resonance	  imaging).	  	  Magnetic	  resonance	  spectroscopy	  (MRS)	  is	  a	  non-­‐invasive	  and	  non-­‐ionizing	  technique	  that	  is	  well	  described	  in	  the	  human	  medical	  literature	  and	  is	  most	  frequently	  used	  to	  evaluate	  the	  metabolic	  activity	  of	  tissues	  with	  questionable	  malignant	  transformation.	  	  Differentiation	  of	  neoplastic	  tissue	  from	  surrounding	  normal	  tissue	  is	  dependent	  on	  variations	  in	  cellular	  metabolism.	  	  Choline	  (Cho)	  levels	  have	  been	  described	  as	  diagnostic	  markers	  for	  malignancy	  for	  many	  different	  tumor	  types	  in	  vivo	  and	  ex	  vivo	  (tissue	  biopsies).	  	  Monitoring	  of	  pre-­‐	  and	  post-­‐therapy	  choline	  metabolites	  in	  tumors	  has	  also	  been	  performed	  to	  evaluate	  a	  patient’s	  response	  to	  cancer	  treatment.	  	  Positive	  identification	  of	  malignancy	  can	  be	  made	  when	  neoplastic	  alterations	  are	  occurring	  at	  the	  cellular	  level	  prior	  to	  gross	  anatomic	  changes.	  	  This	  improved,	  early	  detection	  of	  cancer	  occurrence	  (or	  recurrence)	  can	  improve	  patient	  survival	  and	  direct	  medical	  therapy.	  	  MRS	  techniques	  are	  largely	  underutilized	  in	  veterinary	  medicine,	  with	  current	  research	  predominantly	  limited	  to	  the	  brain	  (both	  evaluation	  of	  normal	  and	  diseased	  tissue).	  	  Given	  the	  clinical	  utility	  of	  MRS	  in	  humans,	  the	  technique	  may	  also	  be	  useful	  in	  the	  staging	  of	  cancer	  in	  veterinary	  medicine.	  	  The	  first	  phase	  of	  this	  thesis	  provides	  a	  comprehensive	  review	  of	  1HMRS	  in	  human	  patients,	  and	  discusses	  current	  modalities	  utilized	  for	  diagnostic	  imaging	  of	  veterinary	  oncology	  patients.	  	  The	  second	  phase	  of	  the	  thesis	  aims	  to	  characterize	  the	  detectability	  of	  the	  choline	  metabolite	  in	  canine	  lymph	  nodes	  ex	  vivo,	  and	  compare	  choline	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levels	  (via	  choline	  signal-­‐to-­‐noise	  ratio	  or	  Cho	  SNR)	  among	  populations	  of	  normal,	  reactive,	  and	  malignant	  lymph	  nodes.	  	  Our	  hypothesis	  was	  that	  choline	  would	  be	  detectable	  in	  canine	  lymph	  nodes	  ex	  vivo,	  and	  that	  the	  Cho	  SNR	  in	  malignant	  lymph	  nodes	  would	  be	  significantly	  higher	  than	  in	  normal	  and	  reactive	  lymph	  nodes.	  	  	  Peripheral,	  abdominal,	  or	  thoracic	  lymph	  nodes	  were	  collected	  intra-­‐operatively	  or	  immediately	  post-­‐euthanasia	  from	  19	  canine	  patients.	  	  Lymph	  nodes	  were	  immediately	  flash	  frozen	  and	  stored	  at	  -­‐80	  degrees	  Celsius	  until	  the	  time	  of	  imaging.	  	  High	  field	  (14.1T)	  1HMRS	  was	  performed	  on	  each	  lymph	  node.	  	  Choline	  signal-­‐to-­‐noise	  ratios	  (Cho	  SNR)	  were	  calculated	  and	  compared	  between	  the	  three	  groups.	  	  A	  total	  of	  54	  lymph	  nodes	  were	  collected	  (37	  malignant,	  8	  moderately	  to	  severely	  reactive/lymphoid	  hyperplasia,	  9	  normal/mildly	  reactive).	  	  A	  Cho	  SNR>/2	  was	  significantly	  associated	  with	  malignancy	  (P<0.001).	  	  The	  Cho	  SNR	  was	  significantly	  higher	  in	  the	  malignant	  population	  than	  in	  both	  the	  normal	  (p<0.001)	  and	  reactive	  (p=0.001)	  populations.	  	  There	  was	  no	  significant	  difference	  in	  the	  Cho	  SNR	  between	  the	  normal	  and	  reactive	  group	  (p=0.920).	  	  Overall,	  1HMRS	  detected	  malignancy	  via	  elevation	  of	  the	  choline	  metabolite	  with	  a	  sensitivity,	  specificity,	  positive	  and	  negative	  predictive	  value	  of	  80.4%,	  94.4%,	  97.4%,	  and	  65.4%	  respectively.	  	  We	  conclude	  that	  the	  choline	  metabolite	  is	  detectable	  in	  canine	  lymph	  nodes	  ex	  vivo,	  and	  that	  malignant	  lymph	  nodes	  have	  a	  higher	  Cho	  SNR	  than	  normal	  and	  reactive	  nodes.	  	  Detection	  of	  malignancy	  via	  elevation	  of	  the	  choline	  metabolite	  may	  be	  useful	  in	  future	  studies	  involving	  1HMRS	  in	  clinical	  patients.	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  CHAPTER	  1	  	  REVIEW	  OF	  THE	  LITERATURE	  
	  Physical	  principles	  
Magnetic	  resonance	  imaging	  (MRI):	  	  In	  order	  to	  understand	  magnetic	  resonance	  spectroscopy	  (MRS),	  the	  physical	  principles	  of	  nuclear	  magnetic	  resonance	  imaging	  must	  be	  reviewed.	  	  To	  obtain	  images	  using	  MRI,	  one	  must	  first	  select	  a	  nucleus	  with	  a	  non-­‐zero	  magnetic	  moment.	  	  This	  nucleus	  must	  then	  have	  an	  odd	  number	  of	  protons	  and/or	  neutrons.	  	  Clinical	  imaging	  is	  predominantly	  based	  on	  proton	  MRI	  due	  to	  the	  abundance	  of	  protons	  in	  human	  and	  animal	  tissues.	  	  Other	  nuclei	  may	  be	  used	  including	  13C,	  19F,	  23Na,	  and	  
31P.	  	  This	  literature	  review	  is	  limited	  to	  proton	  MRS	  (1HMRS,	  or	  simply	  MRS)	  as	  it	  is	  the	  nucleus	  evaluated	  most	  frequently	  with	  clinical	  magnetic	  resonance	  imaging.	  	  The	  author	  may	  use	  1HMRS	  or	  MRS	  interchangeably	  depending	  on	  whether	  a	  differentiating	  factor	  from	  phosphorus	  MRS	  (PMRS)	  is	  needed.	  	  In	  the	  absence	  of	  an	  applied	  magnetic	  field,	  nuclear	  magnetic	  moments	  point	  in	  random	  directions	  and	  no	  net	  magnetization	  is	  generated.	  	  Net	  magnetization	  is	  generated	  when	  the	  nuclear	  magnetic	  moments	  become	  polarized	  and	  are	  placed	  in	  a	  homogeneous,	  static	  magnetic	  field	  (Bo).	  	  In	  clinical	  imaging,	  the	  most	  common	  magnetic	  field	  strengths	  range	  from	  0.1	  to	  4	  Tesla[1].	  
	   When	  protons	  are	  placed	  in	  the	  applied	  magnetic	  field,	  they	  align	  either	  parallel	  or	  antiparallel	  with	  the	  magnetic	  field,	  although	  more	  magnetic	  moments	  align	  parallel	  to	  achieve	  a	  net	  magnetization	  (Mo).	  	  This	  parallel	  orientation	  allows	  the	  nuclei	  to	  maintain	  the	  lowest	  energy	  state.	  	  The	  magnetic	  resonance	  of	  these	  excess	  nuclei	  (those	  additional	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magnetic	  moments	  aligned	  parallel	  to	  the	  static	  magnetic	  field)	  is	  used	  to	  produce	  MR	  images.	  	  The	  higher	  the	  magnetic	  field,	  the	  greater	  the	  number	  of	  excess	  protons	  available	  for	  imaging,	  and	  the	  higher	  the	  signal-­‐to-­‐noise	  ratio	  (SNR).	  	  In	  order	  to	  detect	  this	  net	  magnetization	  (initially	  parallel	  to	  the	  static	  magnetic	  field),	  it	  must	  change	  orientation	  so	  that	  it	  is	  perpendicular	  to	  the	  static	  field.	  	  An	  additional	  magnetic	  field	  is	  applied	  (B1),	  which	  is	  time-­‐varying,	  perpendicular	  to	  the	  static	  magnetic	  field,	  and	  applied	  at	  a	  frequency	  proportional	  to	  the	  energy	  separation	  of	  the	  two	  allowed	  states,	  ω=ϒB0.	  	  This	  frequency	  is	  referred	  to	  as	  the	  Larmor	  frequency,	  and	  is	  a	  key	  concept	  of	  MRI.	  	  This	  equation	  relates	  the	  precession	  frequency	  (ω)	  to	  the	  gyromagnetic	  ratio	  (ϒ)	  and	  the	  strength	  of	  the	  static	  magnetic	  field	  (B0).	  	  The	  gyromagnetic	  ratio	  is	  a	  constant	  for	  a	  given	  nucleus	  (42.57MHz/T	  for	  protons).	  	  Thus,	  given	  the	  proportionality	  of	  the	  precession	  frequency	  and	  magnetic	  field	  strength,	  we	  can	  conclude	  that	  as	  the	  strength	  of	  the	  magnetic	  field	  increases,	  the	  rate	  of	  precession	  of	  the	  nuclear	  magnetic	  moments	  also	  increases.	  An	  external	  radiofrequency	  pulse	  is	  then	  applied	  at	  the	  Larmor	  frequency,	  and	  the	  nuclei	  are	  knocked	  out	  of	  alignment	  with	  the	  static	  magnetic	  field.	  	  The	  flip	  angle	  is	  the	  angle	  around	  which	  the	  net	  magnetic	  moment	  rotates,	  and	  is	  a	  function	  of	  the	  strength	  and	  duration	  of	  the	  radiofrequency	  pulse.	  	  A	  90-­‐degree	  pulse,	  for	  example,	  orients	  the	  nuclei	  perpendicular	  to	  the	  static	  magnetic	  field	  and	  produces	  the	  maximal	  signal.	  The	  time-­‐varying	  magnetic	  field	  resulting	  from	  the	  precession	  of	  the	  magnetization	  induces	  a	  time-­‐varying	  voltage	  signal	  known	  as	  the	  free	  induction	  decay	  (FID).	  	  Generally,	  FID	  refers	  to	  the	  exponentially	  decaying,	  oscillating	  signal	  associated	  with	  the	  retransmission	  of	  the	  absorbed	  radiofrequency	  as	  the	  nuclei	  dephase.	  	  The	  nuclei	  are	  leaving	  the	  high-­‐energy	  state	  and	  entering	  a	  low	  energy	  state	  (aligned	  with	  the	  static	  magnetic	  field).	  	  The	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radiofrequency	  coil	  is	  used	  to	  measure	  the	  MR	  signal.	  The	  nuclei	  precess	  at	  the	  Larmor	  frequency	  about	  the	  static	  magnetic	  field	  to	  return	  to	  an	  equilibrium	  state,	  and	  in	  doing	  so	  transfer	  energy	  to	  the	  surroundings.	  	  The	  exponential	  rate	  at	  which	  this	  occurs	  is	  determined	  by	  the	  intrinsic	  parameter	  T1	  (spin-­‐lattice)	  relaxation	  time.	  	  Different	  tissue	  types	  exhibit	  different	  T1	  times,	  and	  this	  difference	  becomes	  an	  important	  parameter	  in	  determining	  image	  contrast.	  	   After	  the	  initial	  radiofrequency	  pulse,	  all	  nuclei	  are	  spinning	  in	  phase	  with	  each	  other.	  	  As	  the	  net	  magnetization	  is	  recovering,	  there	  is	  a	  dephasing	  of	  the	  net	  transverse	  magnetization	  due	  to	  spin-­‐spin	  interactions.	  	  The	  rate	  of	  exponential	  signal	  loss	  at	  which	  the	  net	  transverse	  magnetization	  dephases	  is	  determined	  by	  the	  intrinsic	  parameter	  T2	  (spin-­‐spin)	  relaxation	  time.	  	  T2	  relaxation	  also	  varies	  with	  tissue	  type,	  and	  has	  an	  important	  effect	  on	  image	  contrast.	  	  	  There	  are	  other	  contributions	  to	  spin	  dephasing	  that	  yield	  an	  overall	  loss	  of	  SNR	  if	  they	  are	  uncorrected.	  	  One	  of	  the	  most	  common	  sources	  of	  dephasing	  is	  local	  magnetic	  field	  inhomogeneities	  due	  to	  imperfections	  in	  the	  applied	  static	  field	  homogeneity,	  or	  more	  commonly,	  due	  to	  magnetic	  susceptibility	  changes	  in	  the	  subject.	  	  These	  susceptibility	  changes	  are	  most	  evident	  at	  tissue/air	  interfaces.	  	  The	  greater	  the	  inhomogeneity	  the	  faster	  the	  rate	  of	  dephasing.	  	  Many	  of	  the	  effects	  of	  spin	  dephasing	  due	  to	  magnetic	  field	  inhomogeneities	  can	  be	  reversed	  using	  spin	  echoes.	  	  Dephasing	  spins	  can	  be	  reversed	  by	  applying	  a	  180-­‐degree	  pulse	  that	  flips	  the	  spins	  in	  the	  transverse	  plane.	  	  Then	  the	  faster	  spins	  rephase	  with	  the	  slower	  precessing	  spins	  at	  the	  echo	  time	  (TE).	  	   In	  order	  to	  provide	  spatial	  localization	  of	  the	  detected	  signal,	  three	  gradient	  magnetic	  fields	  must	  be	  applied,	  each	  one	  orthogonal	  to	  the	  other	  two.	  	  Gradient	  coils	  generate	  spatially	  varying	  magnetic	  fields,	  so	  that	  spins	  at	  different	  locations	  precess	  at	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frequencies	  unique	  to	  their	  location,	  allowing	  us	  to	  reconstruct	  2D	  or	  3D	  images.	  	  	  First,	  the	  MR	  signal	  is	  localized	  to	  a	  single	  slice	  in	  the	  patient	  using	  a	  gradient	  field	  pulse	  that	  is	  applied	  simultaneously	  with	  a	  radiofrequency	  pulse	  (slice	  encoding	  gradient).	  	  Precessional	  frequencies	  of	  protons	  vary	  according	  to	  their	  distance	  from	  the	  null	  of	  the	  slice-­‐encoding	  gradient.	  	  A	  selective	  frequency	  (narrow	  bandwidth)	  radiofrequency	  pulse	  is	  applied	  to	  the	  whole	  volume,	  but	  only	  those	  spins	  along	  the	  gradient	  that	  have	  a	  precessional	  frequency	  equal	  to	  the	  that	  of	  the	  pulse	  will	  absorb	  energy.	  	  Slice	  thickness	  is	  determined	  by	  the	  bandwidth	  of	  the	  radiofrequency	  pulse	  and	  the	  gradient	  strength	  across	  the	  field	  of	  view.	  	  For	  a	  fixed	  bandwidth	  the	  slice	  encoding	  gradient	  field	  strength	  (slope)	  determines	  the	  slice	  thickness	  (higher	  gradient	  produces	  decreased	  slice	  thickness).	  	  For	  a	  given	  gradient	  field,	  a	  narrow	  bandwidth	  pulse	  excites	  a	  thin	  tissue	  slice	  and	  a	  broad	  bandwidth	  excites	  a	  thicker	  slice.	  	  	  To	  encode	  position	  in	  the	  remaining	  two	  dimensions	  within	  the	  selected	  slice,	  two	  additional	  gradient	  pulses	  are	  used.	  	  The	  first	  is	  known	  as	  the	  frequency-­‐encoding	  gradient	  (or	  readout	  gradient),	  and	  is	  applied	  at	  the	  same	  time	  the	  MR	  signal	  is	  detected	  and	  perpendicular	  to	  the	  slice-­‐encoding	  gradient.	  	  The	  action	  of	  the	  frequency	  encoding	  gradient	  field	  is	  to	  apply	  a	  non-­‐uniform	  field	  to	  make	  the	  precession	  frequency	  depend	  on	  location.	  	  If	  we	  can	  measure	  the	  precessional	  frequencies	  of	  the	  nuclear	  spins,	  we	  can	  determine	  their	  spatial	  position	  (by	  taking	  the	  Fourier	  transform	  of	  the	  detected	  signal).	  	  The	  location	  of	  spins	  along	  the	  second	  direction	  within	  the	  slice	  is	  encoded	  using	  a	  phase-­‐
encoding	  gradient.	  	  The	  phase	  encoding	  gradient	  produces	  a	  spatially	  dependent	  variation	  in	  angular	  frequency	  of	  the	  excited	  spins	  for	  a	  brief	  duration,	  and	  generates	  a	  spatially	  dependent	  variation	  in	  phase	  when	  the	  spins	  return	  to	  the	  Larmor	  frequency.	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   Frequency	  data	  is	  deposited	  into	  the	  k-­‐space	  matrix	  (frequency	  domain)	  during	  evolution	  and	  decay	  of	  the	  echo	  by	  the	  frequency	  and	  phase	  encoding	  gradients.	  	  	  The	  two-­‐dimensional	  Fourier	  transformation	  yields	  the	  corresponding	  frequency	  values	  (positions)	  and	  amplitudes.	  	  The	  corresponding	  image	  represents	  the	  amplitude	  as	  a	  gray-­‐scale	  value.	  	  The	  final	  image	  is	  a	  spatial	  representation	  of	  the	  proton	  density,	  T1,	  T2	  and	  flow	  characteristics	  of	  the	  tissue	  using	  a	  gray-­‐scale	  range.	  
	  
MR	  spectroscopy:	  	  Proton	  MRS	  is	  an	  MR-­‐based	  chemical	  analytical	  technique	  that	  can	  be	  performed	  on	  any	  high	  field	  magnet.	  	  MRS	  is	  the	  equivalent	  of	  the	  nuclear	  magnetic	  resonance	  (NMR)	  used	  in	  organic	  chemistry,	  performed	  on	  a	  patient	  in	  a	  whole-­‐body	  MR	  magnet.	  	  The	  benefit	  of	  instituting	  MRS	  techniques	  during	  a	  routine	  clinical	  MRI	  scan	  is	  the	  additional	  functional	  information	  attained	  from	  the	  tissue	  of	  interest.	  	  	  	  
Chemical	  shift	  and	  data	  interpretation:	  	  MRI	  uses	  the	  strong	  proton	  signals	  from	  water	  and	  fat	  to	  achieve	  high-­‐resolution	  anatomical	  information,	  whereas	  spectroscopy	  employs	  the	  MR	  signal	  from	  a	  variety	  of	  other	  chemical	  species	  to	  probe	  tissue	  metabolism.	  	  The	  net	  magnetic	  field	  experienced	  by	  the	  nucleus	  is	  a	  sum	  of	  the	  field	  applied	  to	  the	  tissue	  and	  the	  much	  smaller	  fields	  generated	  by	  the	  electrons	  surrounding	  the	  nucleus.	  	  These	  additional	  fields	  alter	  the	  precession	  frequency	  (Larmor	  frequency)	  of	  the	  nucleus	  by	  a	  small	  fraction	  known	  as	  the	  chemical	  shift.	  	  	  Thus,	  the	  chemical	  shift	  varies	  depending	  on	  the	  chemical	  environment	  surrounding	  an	  individual	  nucleus.	  	  Therefore,	  the	  value	  of	  the	  chemical	  shift	  is	  characteristic	  of	  the	  molecular	  group	  in	  which	  the	  nucleus	  resides,	  and	  there	  is	  a	  consistent	  chemical	  shift	  for	  each	  metabolite.	  	  MRS	  seeks	  to	  take	  advantage	  of	  the	  variation	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in	  nuclei	  within	  different	  chemical	  environments,	  and	  produces	  data	  in	  a	  spectral	  format,	  consisting	  of	  individual	  peaks.	  	  An	  arbitrary	  scale	  has	  been	  developed	  to	  calibrate	  all	  NMR	  spectra.	  	  This	  is	  called	  the	  delta	  scale,	  and	  is	  measured	  in	  units	  of	  parts	  per	  million	  (ppm).	  	  To	  remove	  the	  field	  strength	  dependence	  of	  the	  chemical	  shifts,	  the	  shifts	  are	  reported	  in	  terms	  of	  ppm	  relative	  to	  a	  universal	  standard	  (tetramethylsilane	  or	  TMS)	  at	  0ppm,	  defined	  by	  the	  following	  formula:	  	  
Chemical	  shift:	  (resonance	  frequency	  of	  peak	  of	  interest-­‐	  resonance	  frequency	  of	  
reference	  peak)/(operating	  frequency	  of	  the	  spectrometer)	  The	  frequency	  separation,	  therefore,	  increases	  with	  field	  strength,	  making	  peaks	  easier	  to	  resolve	  (sharper)	  at	  higher	  fields.	  	  For	  example,	  two	  signals	  that	  are	  only	  separated	  by	  6Hz	  at	  60MHz	  will	  be	  separated	  by	  40Hz	  at	  400MHz.	  	  The	  relative	  values	  are	  identical	  (0.1ppm),	  but	  at	  400MHz	  there	  is	  much	  greater	  peak	  definition.	  	  This	  helps	  avoid	  overlapping	  spectral	  peaks.	  	  Because	  the	  separation	  between	  peaks	  increases	  linearly	  with	  the	  strength	  of	  the	  magnetic	  field,	  the	  chemical	  shifts	  of	  the	  spectral	  peaks	  in	  direct	  frequency	  units	  of	  Hz	  would	  require	  one	  to	  specify	  the	  static	  field	  strength	  at	  which	  the	  spectrum	  was	  acquired.	  	  Reporting	  data	  in	  ppm	  allows	  direct	  comparison	  of	  chemical	  shifts	  between	  field	  strengths.	  	  Thus	  as	  long	  as	  data	  obtained	  at	  1.5T	  is	  expressed	  in	  ppm,	  it	  can	  be	  applied	  to	  data	  at	  3T.	  	  Another	  important	  source	  of	  information	  is	  the	  area	  under	  the	  peaks.	  	  This	  is	  calculated	  automatically	  by	  the	  spectrometer	  and	  is	  obtained	  using	  peak-­‐fitting	  routines	  and	  by	  integrating	  the	  spectrum	  over	  a	  suitable	  range	  of	  frequency.	  	  The	  peak	  area	  is	  proportional	  to	  the	  height	  of	  each	  step.	  	  Integrals	  are	  expressed	  as	  a	  ratio.	  	  A	  1:1	  ratio	  would	  indicate	  equal	  numbers	  of	  protons	  between	  two	  equivalent	  sites.	  	  Alternatively,	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internal	  referencing	  to	  a	  particular	  metabolite,	  the	  water	  signal,	  or	  the	  overall	  noise	  level	  can	  be	  performed	  and	  relative	  ratios	  reported	  (for	  example,	  the	  choline	  signal	  amplitude:	  the	  background	  noise	  (Cho	  SNR),	  or	  a	  choline:creatine	  ratio).	  	  
Chemical	  shift,	  physical	  principles	  :	  	  Nuclei	  will	  have	  slightly	  different	  resonance	  frequencies	  depending	  on	  the	  amount	  of	  local	  nuclear	  shielding.	  The	  shielding	  effect	  arises	  from	  the	  electron	  configuration	  at	  the	  nucleus	  of	  interest.	  	  Electrons	  (similar	  to	  the	  nucleus)	  are	  also	  charged,	  and	  once	  they	  are	  placed	  in	  a	  magnetic	  field,	  they	  rotate	  with	  a	  spin,	  which	  produces	  a	  small	  magnetic	  field	  opposite	  to	  that	  of	  the	  applied	  field.	  	  As	  a	  result,	  the	  nucleus	  experiences	  a	  reduced	  overall	  field,	  and	  is	  described	  as	  ‘shielded.’	  	  In	  general	  this	  shielding	  reduces	  the	  magnetic	  field	  at	  the	  nucleus,	  which	  is	  what	  determines	  the	  nuclear	  magnetic	  resonance	  (NMR)	  frequency.	  	  	  The	  extent	  of	  the	  shielding	  depends	  on	  the	  nature	  of	  the	  electron	  density	  in	  that	  region.	  	  As	  a	  result	  the	  energy	  gap	  is	  reduced,	  and	  the	  frequency	  required	  to	  achieve	  resonance	  is	  also	  reduced.	  	  This	  shift	  in	  the	  NMR	  frequency	  due	  to	  the	  electronic	  molecular	  orbital	  coupling	  to	  the	  external	  magnetic	  field	  is	  the	  chemical	  shift	  (δ),	  and	  it	  explains	  why	  NMR	  is	  able	  to	  probe	  the	  chemical	  structure	  of	  molecules/biologic	  metabolites,	  which	  depends	  on	  the	  electron	  density	  distribution	  in	  the	  corresponding	  molecular	  orbitals.	  	  If	  a	  nucleus	  in	  a	  specific	  chemical	  group	  is	  shielded	  to	  a	  higher	  degree	  by	  a	  higher	  electron	  density	  of	  its	  surrounding	  molecular	  orbital,	  then	  its	  NMR	  frequency	  will	  be	  shifted	  “upfield”	  (lower	  chemical	  shift)	  whereas	  if	  it	  is	  less	  shielded	  the	  NMR	  frequency	  will	  be	  shifted	  “downfield”	  (higher	  chemical	  shift).	  	  For	  example	  an	  electronegative	  element	  such	  as	  oxygen	  will	  attract	  electron	  density	  toward	  itself	  and	  away	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from	  adjacent	  atoms.	  	  Therefore,	  a	  proton	  attached	  to	  an	  oxygen	  atom	  will	  have	  a	  different	  resonance	  frequency	  than	  a	  proton	  attached	  to	  a	  carbon	  atom.	  Nuclear	  magnetic	  resonance	  (NMR)	  signals	  can	  also	  be	  detected	  from	  many	  compounds	  present	  in	  tissue,	  including	  both	  endogenous	  and	  exogenous	  compounds	  that	  are	  injected,	  ingested,	  or	  even	  inhaled.	  Measurements	  can	  be	  made	  in	  vivo	  with	  an	  appropriately	  equipped	  MRI	  scanner	  or	  data	  can	  also	  be	  acquired	  from	  ex	  vivo	  samples,	  including	  biopsies	  and	  samples	  of	  body	  fluids.	  Clinically,	  MRS	  is	  performed	  in	  conjunction	  with	  MRI,	  which	  identifies	  the	  tissue	  abnormality.	  For	  proton	  MRS,	  additional	  post-­‐processing	  software	  allows	  quantitation	  of	  the	  metabolites	  of	  interest.	  	  In	  this	  literature	  review,	  for	  purpose	  of	  clarity,	  in	  vivo	  MR	  spectroscopy	  or	  ex	  vivo	  spectroscopy	  with	  an	  associated	  imaging	  component	  (performed	  in	  clinical	  magnets)	  will	  be	  referred	  to	  as	  ‘MRS’	  and	  ex	  vivo	  MR	  spectroscopy	  (biopsy	  samples,	  cellular	  samples	  performed	  on	  a	  high	  field	  magnet	  utilizing	  high	  resolution	  magic	  angle	  spinning	  and	  without	  associated	  images)	  will	  be	  referred	  to	  as	  HRMAS.	  	  Many	  of	  the	  important	  physical	  principles	  of	  MRI	  are	  also	  important	  with	  regard	  to	  MRS.	  Both	  modalities	  function	  on	  the	  same	  fundamentals	  of	  ‘nuclear	  magnetic	  resonance.’	  	  	  Data	  acquisition:	  	  
Shimming,	  voxel	  size	  selection,	  water	  suppression,	  TR/TE	  time	  selection:	  	  The	  main	  difference	  between	  MRI	  and	  MRS	  is	  that	  MRS	  uses	  a	  uniform	  magnetic	  field,	  whereas	  MRI	  scanners	  utilize	  magnetic	  field	  gradients,	  which	  produce	  different	  fields	  at	  many	  points	  in	  a	  given	  piece	  of	  tissue.	  	  Whereas	  MRI	  uses	  the	  frequency	  information	  to	  deduce	  the	  spatial	  profile	  of	  the	  tissue,	  MRS	  uses	  it	  for	  identification	  of	  metabolites.	  	  Frequency	  information	  cannot	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be	  used	  for	  spatial	  encoding	  in	  MRS.	  Practically	  speaking,	  this	  means	  that	  MRS	  is	  performed	  on	  a	  lesion	  previously	  localized	  with	  conventional	  MRI	  techniques.	  	  Once	  the	  tissue	  of	  interest	  is	  selected,	  a	  voxel	  within	  the	  lesion	  is	  selected	  for	  spectroscopy.	  	  In	  some	  tissues,	  a	  second	  spectrum	  from	  normal	  tissue	  within	  the	  scan	  field	  of	  view	  is	  acquired	  for	  comparison.	  	  Because	  the	  magnitudes	  of	  the	  chemical	  shift	  are	  so	  small	  (ppm),	  MRS	  requires	  an	  extremely	  homogeneous	  magnetic	  field	  to	  resolve	  the	  spectral	  peaks.	  	  Any	  inhomogeneity	  in	  the	  field	  over	  the	  excitation	  volume	  will	  broaden	  the	  peaks	  and	  may	  render	  them	  indistinguishable	  from	  neighboring	  peaks	  or	  background	  noise.	  	  Careful	  shimming	  is	  therefore	  of	  critical	  importance	  in	  MRS.	  	  Shimming	  improves	  the	  uniformity	  of	  the	  magnetic	  field	  within	  the	  voxel	  so	  that	  chemical	  shift	  differences	  of	  0.1ppm	  can	  be	  detected	  (while	  within	  the	  main	  magnetic	  field	  uniformity	  is	  such	  that	  chemical	  shift	  differences	  of	  1ppm	  can	  be	  detected).	  	  Shimming	  is	  performed	  using	  the	  strong	  proton	  signal	  from	  water	  and	  requires	  RF	  coils	  tuned	  to	  the	  Larmor	  frequency	  of	  hydrogen.	  	  If	  the	  spectra	  are	  to	  be	  acquired	  from	  a	  different	  nucleus	  (such	  as	  phosphorus)	  it	  is	  necessary	  to	  have	  an	  additional	  coil,	  or	  to	  use	  a	  double-­‐tuned	  coil	  that	  resonates	  at	  the	  frequencies	  of	  both	  nuclei.	  	  In	  addition	  to	  shimming,	  the	  signal	  coming	  from	  water	  must	  also	  be	  suppressed.	  	  Water	  has	  100,000	  times	  more	  signal	  than	  the	  metabolites,	  thus	  without	  adequate	  suppression	  the	  spectrum	  is	  compromised.	  Maximum	  voxel	  size	  varies	  with	  the	  strength	  of	  the	  magnetic	  field.	  	  For	  single	  voxel	  techniques,	  a	  volume	  of	  8cc	  is	  recommended	  at	  1.5T[2].	  	  A	  smaller	  voxel	  size	  would	  reduce	  the	  signal-­‐to-­‐noise	  ratio.	  	  Maximum	  voxel	  size	  decreases	  as	  the	  strength	  of	  the	  magnetic	  field	  increases,	  as	  peak	  height	  is	  proportional	  to	  field	  strength.	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The	  repetition	  time	  (TR)	  and	  echo	  delay	  time	  (TE)	  must	  be	  set	  prospectively	  prior	  to	  MRS.	  The	  shorter	  the	  TR	  the	  more	  T1-­‐weighted	  the	  acquisition	  and	  the	  shorter	  the	  acquisition	  time.	  	  Choline	  has	  a	  shorter	  T1	  than	  the	  other	  species,	  so	  it	  will	  appear	  relatively	  higher	  at	  shorter	  TR.	  	  As	  Choline	  is	  used	  to	  diagnose	  cancer,	  it	  is	  important	  to	  standardize	  the	  TR[2].	  	  The	  longer	  the	  TE,	  the	  more	  T2-­‐weighted	  the	  acquisition	  and	  the	  lower	  the	  SNR	  of	  the	  peaks.	  	  Most	  institutions	  use	  a	  TR	  of	  1500msec	  and	  the	  shortest	  possible	  TE	  of	  30-­‐35msec	  to	  maximize	  the	  SNR.	  	  The	  widths	  of	  the	  spectral	  peaks	  are	  inversely	  proportional	  to	  T2*	  and	  thus	  depend	  not	  only	  on	  magnetic	  field	  inhomogeneities	  but	  also	  on	  the	  intrinsic	  relaxation	  processes	  of	  the	  molecular	  environment.	  	  Molecules	  such	  as	  lipids	  that	  have	  short	  T2	  values	  produce	  broad	  resonances,	  which	  may	  appear	  on	  short	  TE	  spectra	  as	  variation	  in	  the	  baseline	  rather	  than	  distinct	  peaks.	  	  Metabolite	  concentrations	  can	  in	  principle	  be	  determined	  from	  the	  MR	  spectra,	  because	  the	  peak	  area	  is	  proportional	  to	  the	  number	  of	  nuclei	  that	  produced	  the	  peak.	  	  In	  practice,	  the	  calculation	  is	  not	  simple	  because	  the	  peak	  areas	  also	  depend	  on	  additional	  factors	  such	  as	  coil	  sensitivity	  and	  relaxation	  effects	  of	  the	  tissue.	  	  Because	  of	  the	  difficulty	  in	  accounting	  for	  the	  relaxation	  effects	  and	  coil	  sensitivity,	  it	  is	  common	  in	  clinical	  spectroscopy	  not	  to	  calculate	  absolute	  metabolite	  concentrations,	  but	  to	  base	  diagnostic	  interpretation	  instead	  on	  the	  difference	  in	  peak-­‐area	  ratios	  between	  the	  lesion	  and	  a	  region	  of	  unaffected	  tissue	  of	  the	  same	  organ[3].	  Peak	  broadening	  can	  also	  be	  seen	  with	  motion	  and	  with	  a	  poorly	  shimmed	  voxel.	  
	   Localization	  techniques:	  	  A	  chemical	  spectrum	  from	  a	  sample	  or	  patient	  can	  be	  obtained	  by	  a	  simple	  one-­‐dimensional	  Fourier	  transformation	  of	  the	  free	  induction	  decay	  that	  follows	  a	  single	  90-­‐degree	  pulse.	  	  However,	  to	  produce	  a	  spectral	  map	  of	  biochemical	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metabolites	  within	  an	  MRI	  image,	  the	  region	  from	  which	  the	  spectrum	  was	  attained	  must	  be	  known.	  	  Localization	  techniques	  must	  be	  utilized	  so	  that	  spectral	  data	  can	  be	  specifically	  acquired	  from	  regions	  of	  interest	  within	  the	  MRI	  image	  of	  a	  patient	  or	  sample.	  	  In	  single	  voxel	  spectroscopy	  (SVS)	  a	  localization	  technique	  allows	  a	  signal	  to	  be	  acquired	  from	  a	  single	  volume	  of	  interest	  (VOI).	  	  To	  make	  comparisons	  among	  different	  regions,	  the	  measurement	  must	  be	  repeated	  at	  different	  positions.	  	  An	  alternative	  approach	  is	  to	  apply	  the	  method	  of	  phase	  encoding	  used	  in	  imaging,	  to	  allow	  simultaneous	  acquisition	  of	  spectra	  from	  multiple	  voxels.	  	  Phase	  encoding	  can	  be	  used	  either	  in	  a	  simple	  FID	  acquisition	  or	  in	  combination	  with	  volume-­‐selective	  methods	  (such	  as	  point	  resolved	  spectroscopy	  (PRESS)	  or	  stimulated	  echo	  acquisition	  mode	  (STEAM)).	  	  The	  result	  is	  a	  hybrid	  of	  spectroscopic	  and	  imaging	  techniques,	  known	  by	  the	  names	  multivoxel	  spectroscopy,	  chemical	  shift	  imaging	  (CSI)	  or	  magnetic	  resonance	  spectroscopic	  imaging.	  	  Because	  frequency	  encoding	  is	  not	  possible	  in	  spectroscopy,	  phase	  encoding	  must	  be	  applied	  in	  each	  of	  the	  directions	  in	  which	  spatial	  information	  is	  required,	  namely	  two	  directions	  for	  2D	  chemical	  shift	  imaging	  or	  three	  directions	  for	  3D	  CSI.	  	  The	  information	  collected	  in	  a	  multivoxel	  acquisition	  may	  be	  presented	  either	  as	  an	  array	  of	  spectra	  or	  as	  a	  set	  of	  metabolite	  concentration	  maps.	  	  The	  metabolite	  maps	  can	  be	  displayed	  in	  color	  and	  overlaid	  on	  an	  MR	  image	  of	  the	  same	  slice.	  	  	  	   Several	  localization	  techniques	  have	  been	  used	  for	  in	  vivo	  MRS.	  The	  most	  basic	  localization	  technique	  is	  the	  use	  of	  a	  surface	  coil	  to	  define	  the	  volume	  of	  interest	  (VOI).	  	  This	  technique	  produces	  relatively	  poor	  localization,	  and	  there	  is	  little	  freedom	  to	  position	  the	  VOI	  within	  the	  field	  of	  view.	  	  Similar	  techniques,	  such	  as	  depth-­‐resolved	  surface	  coil	  spectroscopy	  (DRESS)	  have	  similar	  limitations,	  and	  are	  rarely	  used	  due	  to	  more	  advanced	  localization	  techniques.	  	  Three-­‐dimensional	  localization	  schemes	  can	  be	  divided	  into	  two	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basic	  categories:	  single-­‐voxel	  (SV)	  and	  spectroscopic	  imaging	  (SI,	  or	  multiple	  voxel).	  	  In	  SV	  techniques,	  the	  spectral	  data	  are	  acquired	  from	  one	  VOI	  at	  a	  time	  by	  applying	  three	  orthogonal	  slice-­‐selective	  gradient	  radiofrequency	  pulses,	  the	  intersection	  of	  which	  defines	  the	  VOI.	  	  This	  allows	  the	  magnetic	  field	  homogeneity	  within	  the	  selected	  VOI	  to	  be	  optimized,	  and	  spectral	  resolution	  is	  improved.	  	  SV	  methods	  can	  give	  data	  from	  a	  small	  volume	  with	  lower	  contamination	  from	  neighboring	  tissue,	  but	  provides	  no	  information	  on	  spatial	  variation	  in	  the	  metabolites	  being	  measured.	  	  SI	  techniques	  (multivoxel)	  acquire	  spectra	  from	  a	  number	  of	  VOIs	  simultaneously	  by	  first	  applying	  a	  slice	  selection	  radiofrequency	  pulse	  and/or	  gradient	  to	  define	  the	  plane	  of	  interest.	  	  Localization	  within	  the	  plane	  is	  then	  accomplished	  using	  phase	  encoding	  gradients	  in	  order	  to	  build	  up	  data	  that	  are	  Fourier	  transformed	  to	  obtain	  the	  grid	  of	  spectra.	  	  With	  this	  method,	  spectra	  from	  a	  number	  of	  contiguous	  VOIs	  can	  be	  acquired	  simultaneously.	  	  Typical	  voxel	  volumes	  are	  1-­‐10cm3	  with	  SV	  localization,	  and	  1-­‐3cm3	  with	  SI	  localization.	  	  	  SI	  techniques	  allow	  reconstruction	  of	  images	  from	  the	  spectral	  data	  in	  which	  pixel	  intensity	  is	  proportional	  to	  the	  relative	  concentrations	  of	  the	  metabolite	  of	  interest	  (via	  integrating	  the	  area	  under	  the	  peak	  of	  interest).	  	  This	  produces	  a	  metabolic	  map,	  which	  are	  useful	  in	  visually	  assessing	  spatial	  variation	  in	  the	  metabolite	  concentrations.	  	  However,	  SI	  spectroscopy	  can	  be	  difficult	  to	  shim,	  as	  a	  large	  volume	  of	  tissue	  is	  evaluated	  at	  one	  time.	  	  Often	  the	  SV	  and	  SI	  techniques	  are	  combined	  to	  decrease	  the	  disadvantages	  associated	  with	  either	  technique	  alone.	  	  This	  allows	  the	  SV	  technique	  to	  localize	  a	  relatively	  large	  VOI	  and	  phase	  encoding	  gradients	  are	  used	  to	  subdivide	  the	  large	  VOI	  into	  smaller	  voxels.	  	  As	  with	  SI,	  spectra	  can	  be	  obtained	  from	  multiple	  voxels,	  while	  the	  use	  of	  the	  SV	  technique	  to	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preselect	  the	  large	  VOI	  also	  minimizes	  contamination	  from	  outside	  signals	  and	  enables	  shimming[4].	  	  By	  analyzing	  the	  frequencies	  present	  in	  the	  MR	  signal,	  the	  investigator	  can	  identify	  the	  metabolites	  in	  the	  tissue	  and	  estimate	  their	  concentration	  based	  on	  the	  amplitude	  of	  the	  signal.	  	  In	  general,	  peak	  height	  is	  proportional	  to	  the	  concentration	  of	  a	  given	  species.	  	  MRS	  requires	  a	  species	  to	  be	  present	  in	  at	  least	  1mM	  concentration	  to	  be	  ‘seen’[2].	  	  	  This	  procedure	  forms	  the	  basis	  of	  MRS.	  	  	  	  HRMAS	  (High	  Resolution	  Magic	  Angle	  Spinning	  Spectroscopy)	  VS.	  MRS	  Non-­‐invasive	  MRS	  techniques	  are	  applicable	  to	  a	  range	  of	  experimental	  systems,	  ranging	  from	  cells	  and	  tissues	  (ex	  vivo)	  to	  animals	  and	  humans	  (in	  vivo).	  	  The	  last	  three	  to	  four	  decades	  have	  seen	  enormous	  developments	  in	  the	  application	  of	  MRS	  in	  studying	  metabolism	  in	  health	  and	  disease	  (termed	  ‘metabolomics’)	  because	  it	  is	  the	  only	  method	  that	  can	  be	  used	  to	  acquire	  metabolic	  information	  from	  numerous	  tissue	  types	  in	  a	  non-­‐destructive	  manner[5].	  	  In	  clinical	  patients,	  in	  vivo	  MRS	  can	  be	  performed	  to	  assess	  biochemical	  changes	  accompanying	  many	  different	  disease	  states.	  	  However,	  direct	  in	  vivo	  MRS	  can	  be	  compromised	  by	  poor	  spectral	  resolution	  due	  to	  tissue	  heterogeneity	  and	  use	  of	  low	  magnetic	  field	  strengths.	  	  	  High-­‐resolution	  magic	  angle	  spinning	  spectroscopy	  (HRMAS)	  can	  produce	  highly	  resolved	  NMR	  spectra	  of	  unprocessed	  tissue.	  	  It	  was	  first	  introduced	  in	  1958	  to	  lessen	  molecular	  interactions	  which	  contributed	  to	  broadened	  peaks	  observed	  in	  solid	  state	  NMR	  spectroscopy[6].	  	  Spinning	  a	  tissue	  sample	  at	  the	  magic	  angle	  (54.7	  degrees)	  lessens	  molecular	  interactions	  (dipolar	  couplings,	  chemical	  shift	  anisotropies,	  anisotropic	  magnetic	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susceptibility	  artifacts)	  associated	  with	  restriction	  of	  molecular	  motions	  (solid	  state	  NMR)	  and	  areas	  of	  differing	  magnetic	  susceptibility.	  	  This	  results	  in	  narrow	  spectral	  peaks	  with	  excellent	  signal-­‐to-­‐noise	  ratios.	  	  Moreover,	  HRMAS	  spectroscopy	  is	  quick	  to	  perform	  (approximately	  5	  minutes/sample	  and	  requires	  a	  very	  small	  sample	  size	  (~15mg))[7].	  	  Spectral	  resolution	  improves	  with	  increasing	  magnetic	  field	  strength,	  so	  spectral	  resolution	  performed	  ex	  vivo	  on	  tissue	  samples	  is	  superior	  to	  that	  performed	  in	  vivo.	  This	  is	  due	  to	  the	  fact	  that	  tissue	  samples	  can	  be	  placed	  in	  very	  high	  field	  magnets	  and	  spun	  at	  the	  magic	  angle	  (impossible	  for	  clinical	  patients).	  	  Many	  oncologic	  studies	  in	  human	  literature	  were	  first	  described	  ex	  vivo	  (in	  xenograft	  tumors	  or	  in	  tumor	  cell	  culture	  extracts)	  to	  attain	  a	  database	  for	  metabolic	  spectra[8],	  as	  spectroscopy	  performed	  ex	  vivo	  has	  higher	  sensitivity	  and	  resolution[5].	  Ex	  vivo	  studies	  using	  biopsy	  or	  surgical	  samples	  must	  snap	  freeze	  the	  sample	  at	  the	  time	  of	  removal,	  and	  samples	  are	  typically	  stored	  at	  -­‐80	  degrees	  Celsius	  for	  an	  extended	  period	  of	  time	  before	  analysis.	  	  This	  practice	  has	  raised	  questions	  regarding	  whether	  or	  not	  freezing	  for	  various	  amounts	  of	  time	  causes	  metabolic	  degradation	  that	  could	  affect	  results.	  	  Investigations	  exploring	  these	  questions	  found	  that	  there	  was	  no	  MR	  detectable	  metabolic	  difference	  between	  tissue	  that	  was	  snap	  frozen	  in	  the	  operating	  room	  and	  analyzed	  within	  24	  hours,	  and	  tissue	  that	  was	  frozen	  and	  stored	  at	  -­‐80	  degrees	  Celsius	  for	  32	  months.	  	  Subsequent	  quantitative	  pathological	  analysis	  from	  adjacent	  samples	  indicated	  that	  alterations	  seen	  in	  metabolites	  may	  be	  due	  to	  heterogeneous	  pathologies	  and	  not	  storage	  conditions[9].	  In	  1997	  Cheng	  et	  al.	  established	  a	  correlation	  between	  quantitative	  neuropathology	  and	  HRMAS	  data,	  obtaining	  for	  the	  first	  time	  useful	  ex	  vivo	  metabolic	  information	  from	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intact	  clinical	  biopsy	  samples[10].	  	  Since	  that	  time	  HRMAS	  has	  been	  applied	  to	  biopsies	  of	  the	  human	  brain,	  breast,	  prostate,	  lung,	  cervix,	  colorectal	  and	  many	  other	  tumors.	  In	  a	  recent	  in	  vivo	  MRS	  and	  ex	  vivo	  HRMAS	  study	  on	  homogeneous-­‐appearing	  human	  brain	  tumors,	  significant	  correlations	  were	  found	  between	  in	  vivo	  and	  ex	  vivo	  measurements	  of	  metabolites.	  	  Anaerobic	  glycolysis	  during	  the	  biopsy	  process	  depletes	  tissue	  glucose,	  and	  results	  in	  increased	  lactate	  and	  alanine	  resonances,	  and	  thus	  there	  was	  no	  correlation	  between	  concentrations	  measured	  in	  vivo	  and	  ex	  vivo	  for	  these	  metabolites[11].	  	  HRMAS	  also	  allows	  structural	  and	  metabolic	  integrity	  of	  samples	  to	  be	  preserved	  during	  analysis,	  so	  the	  tissues	  can	  be	  used	  further	  for	  histology	  or	  other	  analyses	  (minimal	  structural	  damage	  occurs)[12].	  
	  	  History	  of	  MRS	  The	  detection	  and	  analysis	  of	  the	  NMR	  (nuclear	  magnetic	  resonance)	  signal	  has	  been	  extensively	  studied	  since	  the	  1940’s	  as	  an	  analytic	  tool	  in	  chemistry	  and	  biochemistry	  research.	  	  NMR	  is	  not	  an	  imaging	  technique	  but	  rather	  a	  method	  to	  provide	  spectroscopic	  data	  concerning	  a	  sample.	  	  It	  was	  not	  until	  the	  early	  1970’s	  that	  it	  was	  realized	  that	  the	  NMR	  signal	  could	  be	  used	  to	  generate	  images	  that	  display	  magnetic	  properties	  of	  the	  proton,	  reflecting	  clinically	  relevant	  information.	  	  The	  first	  successful	  nuclear	  magnetic	  resonance	  experiment	  was	  made	  in	  1946	  by	  two	  American	  scientists,	  Felix	  Bloch	  and	  Edward	  Purcell.	  	  They	  were	  awarded	  the	  Nobel	  Prize	  in	  physics	  in	  1952	  for	  their	  groundbreaking	  research.	  	  	  In	  the	  late	  60’s	  and	  early	  70’s	  Raymond	  Damadian,	  an	  American	  medical	  doctor	  at	  SUNY	  in	  Brooklyn,	  was	  the	  first	  to	  demonstrate	  that	  a	  NMR	  tissue	  parameter	  (T1	  relaxation	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time)	  of	  tumor	  cells	  in	  vitro	  was	  significantly	  higher	  than	  that	  of	  normal	  tissue[13].	  	  He	  concluded	  that	  this	  finding	  was	  a	  consequence	  of	  the	  disordered	  nature	  of	  malignant	  tissue	  and	  differences	  in	  tissue	  water.	  	  This	  was	  followed	  by	  later	  studies	  confirming	  the	  greater	  hydration	  of	  malignant	  tissue	  compared	  to	  normal	  tissue[14].	  	  Around	  this	  time,	  in	  1973	  Paul	  Lauterbur,	  a	  chemistry	  professor,	  published	  a	  paper	  in	  Nature	  entitled	  “Image	  formation	  by	  induced	  local	  interaction;	  examples	  employing	  magnetic	  resonance.”	  	  This	  paper	  was	  said	  to	  have	  represented	  the	  foundation	  for	  a	  revolution	  in	  imaging,	  as	  his	  experiments	  were	  the	  first	  to	  move	  from	  the	  single	  dimension	  of	  NMR	  spectroscopy	  to	  the	  second	  dimension	  of	  spatial	  orientation	  (foundation	  of	  MRI).	  	  As	  clinical	  imaging	  applications	  increased	  in	  the	  mid	  1980’s,	  the	  ‘nuclear’	  connotation	  was	  dropped,	  and	  magnetic	  resonance	  imaging	  (MRI)	  became	  commonly	  accepted	  in	  the	  medical	  community.	  	  It	  was	  at	  this	  point	  when	  spectroscopy	  began	  to	  be	  performed	  in	  clinical	  patients.	  In	  the	  later	  1970’s	  and	  1980’s	  spectroscopy	  began	  to	  be	  recognized	  for	  its	  potential	  to	  evaluate	  cellular	  changes	  between	  neoplastic	  and	  normal	  tissue	  (rather	  than	  assessing	  hydration	  state	  changes	  alone).	  	  Later	  in	  1973,	  the	  first	  report	  of	  a	  high-­‐resolution	  1HMRS	  from	  intact	  viable	  cancer	  cells	  was	  made	  in	  the	  United	  States	  by	  Block,	  who	  suggested	  the	  method	  might	  lead	  to	  pathologically	  relevant	  information[15].	  	  	  	  In	  1978,	  a	  series	  of	  experiments	  undertaken	  in	  Sydney	  indicated	  that	  MRS	  could	  identify	  the	  sequential	  or	  stepwise	  alterations	  in	  cells	  prior	  to	  them	  manifesting	  frank	  malignancy	  by	  light	  microscopy.	  	  The	  MRS	  exam	  of	  excised	  intact	  thymus	  from	  an	  inbred	  strain	  of	  mice	  indicated	  that	  the	  chemical	  composition	  of	  the	  thymus	  cells	  changed	  prior	  to	  such	  changes	  being	  identifiable	  cytologically	  or	  histologically[16].	  	  In	  1987	  Mountford	  began	  using	  MRS	  to	  evaluate	  tumor	  cell	  membranes,	  and	  began	  to	  correlate	  changes	  in	  the	  lipid	  and	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carbohydrate	  components	  of	  the	  membrane	  with	  changed	  tumor	  behavior,	  metastatic	  capacity,	  and	  sensitivity	  to	  cytotoxic	  drug	  treatment[17].	  	  In	  1993	  Mountford	  reported	  that	  
1HMRS	  could	  detect	  alterations	  to	  the	  cellular	  chemistry	  that	  occur	  during	  the	  development	  and	  progression	  of	  malignant	  disease,	  and	  that	  this	  modality	  may	  have	  the	  ability	  to	  detect	  ‘micrometastases’	  before	  they	  were	  histopathologically	  identifiable	  (as	  cellular	  changes	  precede	  histopathologic	  changes)[18].	  	  It	  is	  now	  known	  that	  these	  initial	  observations	  recorded	  on	  animal	  models	  could	  be	  extrapolated	  to	  cells,	  biopsies,	  and	  tissues	  in	  vivo.	  	  Importantly,	  the	  capacity	  of	  MRS	  to	  determine	  both	  neoplastic	  status	  and	  biological	  potential	  from	  human	  biopsies	  with	  histological	  correlation	  approaching	  100%	  has	  now	  been	  demonstrated[19].	  	  
1HMRS	  vs.	  31PMRS	  Many	  initial	  studies	  were	  performed	  using	  31P	  spectroscopy,	  as	  the	  clinical	  purpose	  was	  to	  evaluate	  phosphorus-­‐containing	  metabolites	  (described	  in	  ‘response	  to	  therapy’	  section).	  	  Phosphorus	  spectroscopy	  is	  more	  difficult	  to	  perform	  clinically,	  as	  acquisition	  times	  are	  longer	  due	  to	  lower	  inherent	  sensitivity	  (1HMRS	  is	  intrinsically	  more	  sensitive	  than	  31P	  (by	  a	  factor	  of	  2.47),	  owing	  to	  the	  higher	  gyromagnetic	  ratio	  of	  the	  proton[20]).	  	  Phosphorus	  MRS	  also	  requires	  specialized	  hardware	  beyond	  that	  routinely	  provided	  by	  routine	  MRI	  equipment	  manufacturers,	  while	  1HMRS	  may	  be	  performed	  using	  the	  same	  equipment	  as	  MRI,	  and	  offers	  gains	  in	  spatial	  resolution.	  	  With	  higher-­‐field	  magnets	  becoming	  increasingly	  more	  available,	  and	  the	  development	  of	  improved	  automated	  shimming	  and	  localization	  method,	  1HMRS	  has	  been	  shown	  to	  resolve	  the	  choline	  peak	  and	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quantify	  levels	  of	  the	  metabolite	  in	  both	  diseased	  and	  non-­‐diseased	  tissues,	  and	  is	  widely	  described	  in	  human	  medicine	  and	  research	  literature.	  	  	  Metabolites,	  location	  and	  significance	  Many	  different	  metabolites	  have	  been	  studied	  for	  their	  association	  with	  disease.	  	  A	  brief	  list	  of	  commonly	  described	  metabolites	  will	  be	  listed	  here.	  	  
NAA	  (N-­‐acetyl	  aspartate)	  resonates	  at	  2.0ppm.	  	  This	  metabolite	  is	  the	  most	  abundant	  amino	  acid	  in	  the	  brain,	  and	  is	  accepted	  as	  a	  marker	  of	  neuronal	  integrity.	  	  Its	  function	  is	  hypothesized	  to	  be	  primarily	  osmoregulation	  by	  effecting	  the	  removal	  of	  intracellular	  water	  from	  myelinated	  neurons.	  	  Because	  it	  is	  associated	  with	  functional	  neurons,	  any	  pathology	  resulting	  in	  neuronal	  loss	  or	  function	  will	  result	  in	  decreased	  NAA.	  	  	  	  
Cr	  (creatine)	  resonates	  at	  3.03ppm.	  	  This	  metabolite	  plays	  a	  role	  in	  maintaining	  energy-­‐dependent	  systems	  in	  brain	  cells	  by	  serving	  as	  a	  reserve	  for	  high-­‐energy	  phosphates	  and	  as	  a	  buffer	  in	  adenosine	  triphosphate	  and	  adenosine	  diphosphate	  reservoirs.	  	  Cr	  is	  increased	  in	  hypermetabolic	  states.	  	  As	  creatine	  remains	  fairly	  stable	  in	  the	  face	  of	  disease,	  it	  may	  be	  used	  as	  an	  internal	  control	  value.	  	  The	  choline:	  creatine	  ratio	  is	  extensively	  associated	  with	  malignancy	  in	  recent	  literature,	  across	  tumor	  type[21-­‐24].	  	  
Lac	  (lactate)	  resonates	  at	  1.32	  and	  4.1ppm.	  	  Lactic	  acid	  is	  the	  end	  product	  of	  anaerobic	  metabolism.	  	  Presence	  of	  this	  metabolite	  indicates	  that	  the	  normal	  cellular	  oxidative	  respiration	  mechanism	  is	  no	  longer	  in	  effect,	  and	  that	  carbohydrate	  catabolism	  is	  taking	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place.	  	  The	  role	  of	  lactate	  in	  cancer	  prognosis	  and	  monitoring	  is	  important.	  Many	  studies	  noted	  elevated	  lactate	  levels	  in	  malignant	  tissue	  (along	  with	  choline	  levels),	  and	  attributed	  the	  elevated	  lactate	  levels	  to	  tumor	  necrosis[25]	  or	  metastatic	  disease	  both	  in	  vitro	  and	  in	  vivo[25-­‐28].	  	  Lactate	  is	  elevated	  in	  late-­‐stage	  brain	  cancers	  [29],	  is	  significantly	  	  higher	  in	  cancer	  tissue	  than	  muscle,	  and	  shows	  a	  negative	  correlation	  with	  median	  pO2	  in	  lymph	  nodes[30].	  	  Correlation	  between	  elevated	  levels	  of	  lactate	  and	  neoplasia	  may	  be	  weakened	  or	  altered	  if	  there	  is	  a	  prolonged	  period	  between	  tumor	  excision	  and	  freezing.	  	  
tCho	  (Total	  choline)	  resonates	  at	  3.2ppm.	  	  
Choline	  background:	  	  The	  resonance	  at	  3.2ppm	  in	  1H	  spectra	  arises	  from	  the	  methyl	  hydrogens	  of	  trimethylamines,	  which	  can	  include	  choline,	  phosphocholine	  (PCho),	  glycerophosphocholine	  (GPCho),	  betaine,	  and	  taurine.	  	  Consequently,	  this	  resonance	  is	  referred	  to	  as	  total	  choline	  (tCho).	  	  Normal	  tissues	  are	  characterized	  by	  low	  tCho	  (and	  phosphocholine)	  levels,	  while	  malignant	  tissues	  are	  characterized	  by	  high	  tCho	  (and	  high	  phosphocholine)	  levels[31].	  	  The	  choline	  metabolite	  is	  a	  component	  of	  the	  cell’s	  phospholipid	  membrane,	  and	  thus	  elevated	  choline	  levels	  have	  been	  correlated	  with	  rapid	  cell	  membrane	  turnover	  (neoplastic	  states)[32].	  	  Choline	  containing	  compounds	  have	  been	  found	  elevated	  in	  most	  of	  the	  magic	  angle	  spinning	  NMR	  studies	  of	  various	  tumor	  types,	  and	  the	  increase	  in	  these	  metabolites	  reflect	  the	  cell	  death	  (apoptosis	  and	  necrosis)	  and	  proliferation[33].	  	  However,	  the	  observed	  changes	  in	  PCho	  contents	  in	  both	  breast	  and	  ovarian	  cancer	  cells	  (with	  respect	  to	  their	  normal	  or	  non-­‐tumoral	  counterparts)	  did	  not	  correlate	  with	  differences	  in	  cell	  doubling	  time	  in	  some	  studies[32,	  34].	  This	  finding	  represents	  an	  important	  issue	  in	  the	  elucidation	  of	  molecular	  mechanisms	  associated	  with	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altered	  choline	  metabolism	  in	  cancer.	  	  Against	  previous	  assumptions,	  the	  present	  body	  of	  evidence	  supports	  the	  general	  hypothesis	  that	  an	  increased	  PCho	  concentration	  is	  not	  a	  simple	  indicator	  of	  incremented	  phospholipid	  production	  (necessary	  for	  cancer	  cells	  to	  cope	  with	  higher	  proliferation	  requirements),	  but	  more	  likely	  results	  from	  activation	  of	  different	  phophocholine-­‐cycle	  enzymes,	  under	  genetically	  induced	  changes	  in	  growth-­‐factor	  mediated	  cell	  signaling	  pathways[32,	  35,	  36].	  	  	  
	  
Choline	  metabolism:	  	  The	  observed	  increases	  in	  choline-­‐containing	  compounds	  content	  in	  neoplastic	  tissues	  likely	  results	  from	  the	  activation	  of	  different	  biosynthetic	  and/or	  catabolic	  phosphotidylcholine	  (PC)-­‐cycle	  pathways.	  	  The	  major	  enzymes	  that	  may	  contribute	  to	  alterations	  in	  the	  intracellular	  pools	  of	  different	  PC	  precursors	  and	  catabolites	  (such	  as	  PCho,	  GPCho	  and	  Cho)	  are	  briefly	  discussed.	  	  De	  novo	  biosynthesis	  of	  PC	  occurs	  via	  a	  three-­‐step	  Kennedy	  pathway,	  in	  which	  choline	  is	  phosphorylated	  into	  PCho	  by	  choline	  kinase	  (Chok);	  PCho	  is	  then	  converted	  to	  cytidine	  diphosphate	  choline	  (CDP-­‐Cho)	  by	  cytidyltransferase	  (ct)	  and	  CDP-­‐Cho	  is	  incorporated	  into	  PC	  by	  choline	  phosphotransferase.	  	  While	  ct	  mediates	  the	  rate-­‐limiting	  step	  of	  the	  pathway,	  Chok	  acts	  as	  a	  regulatory	  enzyme	  for	  PC	  biosynthesis.	  	  Chok	  activity	  has	  been	  shown	  to	  be	  increased	  12-­‐24	  fold	  in	  neoplastic	  cells[34],	  and	  this	  is	  in	  accordance	  with	  a	  substantial	  body	  of	  evidence	  reported	  in	  the	  literature	  on	  implications	  of	  this	  enzyme	  and	  its	  choline-­‐containing	  product	  in	  human	  carcinogenesis.	  	  Elevated	  Chok	  activity	  has	  been	  reported	  in	  a	  variety	  of	  cancers,	  including	  lung,	  colon,	  breast	  and	  prostate	  tumors[37,	  38].	  	  In	  addition,	  Chok	  overexpression/activation	  has	  been	  shown	  to	  be	  a	  critical	  requirement	  for	  the	  proliferation	  of	  human	  mammary	  epithelial	  cells	  for	  breast	  tumor	  progression,	  while	  a	  specific	  Chok	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inhibitor	  efficiently	  blocked	  receptor-­‐induced	  proliferation	  of	  in	  vitro	  cultured	  breast	  tumor	  cells	  and	  inhibited	  their	  growth	  in	  vivo	  in	  animal	  models[39,	  40].	  	  Due	  to	  the	  strong	  associated	  of	  these	  phospholipases	  in	  malignant	  transformation	  of	  most	  human	  cancers,	  these	  enzymes	  may	  provide	  molecular	  targets	  for	  anticancer	  chemotherapies[36].	  
	  	  
Choline	  as	  a	  clinical	  diagnostic	  marker	  The	  interest	  in	  choline	  primarily	  comes	  from	  its	  utility	  as	  a	  biomarker	  for	  cancer	  staging	  and	  diagnosis.	  	  This	  was	  first	  documented	  in	  an	  early	  review	  by	  Negendank,	  who	  provided	  strong	  evidence	  for	  elevated	  phosphate	  monoesters	  (PMEs)	  in	  lymphoma	  and	  head	  and	  neck	  cancers[41].	  	  	  The	  phosphomonoester	  resonance	  includes	  signals	  from	  both	  phosphocholine	  and	  phosphoethanolamine.	  	  Choline	  levels	  have	  been	  described	  as	  diagnostic	  markers	  for	  malignancy	  for	  many	  different	  tumor	  types,	  both	  in	  vivo	  and	  ex	  vivo	  (in	  biopsy	  samples	  of	  the	  human	  breast,	  brain	  and	  prostate	  evaluated	  with	  HRMAS	  1H	  NMR	  spectra[42-­‐44]).	  	  tCho	  was	  found	  to	  be	  elevated	  in	  both	  premalignant	  and	  malignant	  tumors[45,	  46].	  	  A	  brief	  evaluation	  of	  the	  choline	  metabolite	  as	  a	  malignancy	  marker	  will	  be	  described	  for	  the	  major	  tumor	  types,	  with	  the	  major	  focus	  on	  metastatic	  and	  malignant	  lymph	  nodes.	  	  
	  
Mammary	  carcinoma:	  	  Early	  clinical	  investigations	  of	  choline	  as	  a	  biomarker	  for	  breast	  cancer	  were	  performed	  using	  surface	  coils	  placed	  over	  the	  tumor,	  and	  unlocalized	  31P	  spectra	  were	  acquired.	  	  The	  choline-­‐containing	  peak	  was	  elevated	  in	  all	  tumors	  relative	  to	  normal	  tissue,	  although	  one	  study	  noted	  no	  difference	  in	  choline	  levels	  between	  malignant	  and	  benign	  tumors[47].	  	  In	  initial	  studies,	  subject	  numbers	  were	  low,	  and	  quantification	  of	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the	  choline	  peak	  was	  not	  yet	  possible.	  	  A	  routine	  audit	  of	  the	  fine	  needle	  aspirate	  biopsy	  cytology	  of	  specimens	  showed	  there	  was	  a	  15%	  rate	  of	  inadequate	  cellularity	  in	  the	  specimens[48].	  	  Fine	  needle	  aspirate	  samples	  must	  contain	  at	  least	  5x106	  cells	  for	  adequate	  SNRs	  to	  be	  obtained	  during	  testing[49].	  Studies	  from	  2000-­‐2002	  have	  demonstrated	  that	  detection	  of	  a	  tCho	  peak	  distinguished	  malignant	  from	  benign	  tumors	  with	  78%-­‐83%	  sensitivity	  and	  86%-­‐87%	  specificity[50,	  51].	  	  According	  to	  one	  source,	  spectroscopy	  can	  be	  performed	  both	  before	  and	  after	  administration	  of	  a	  contrast	  agent,	  exhibited	  by	  a	  study	  in	  which	  detection	  of	  choline	  in	  axillary	  lymph	  nodes	  was	  consistent	  with	  histopathologically	  confirmed	  metastatic	  disease	  with	  an	  82%	  sensitivity,	  100%	  specificity,	  and	  90%	  accuracy[52].	  	  When	  evaluation	  of	  biopsy	  samples	  was	  performed	  with	  HR-­‐MAS	  (magic	  angle	  spinning)	  as	  compared	  to	  non-­‐HRMAS,	  the	  metabolite	  peaks	  within	  the	  tCho	  resonance	  were	  further	  resolved.	  	  It	  was	  discovered	  that	  PCho	  was	  a	  minor	  constituent	  from	  non-­‐involved	  tissue,	  but	  was	  the	  predominant	  metabolite	  within	  the	  tCho	  range	  in	  tumors[53].	  	  Many	  additional	  studies	  confirmed	  the	  elevation	  of	  choline	  metabolites	  in	  mammary	  tumors[50,	  51,	  54].	  	  In	  a	  study	  by	  Meisamy	  et.	  al,	  the	  addition	  of	  MRS	  resulted	  in	  higher	  sensitivity,	  specificity,	  accuracy,	  and	  interobserver	  agreement	  among	  radiologists	  in	  the	  differentiation	  of	  invasive	  mammary	  carcinoma	  and	  benign	  lesions[55].	  	  In	  a	  2008	  study,	  the	  size	  of	  the	  tCho	  peak	  was	  found	  to	  correlate	  with	  grade	  of	  malignancy[56].	  
	  
Brain:	  	  There	  is	  extensive	  literature	  covering	  the	  use	  of	  in	  vivo	  MRS	  to	  detect	  and	  diagnose	  brain	  tumors,	  which	  is	  particularly	  useful	  in	  that	  MRS	  presents	  an	  attractive	  alternative	  to	  biopsy	  because	  it	  is	  non-­‐invasive	  and	  can	  provide	  a	  great	  deal	  of	  metabolic	  information	  for	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diagnosis[57].	  	  Brain	  tissue	  is	  well	  suited	  for	  MR	  analysis	  due	  to	  its	  relative	  immobility.	  	  In	  addition	  to	  identifying	  tumors,	  1H	  HRMAS	  is	  being	  used	  extensively	  to	  study	  the	  metabolic	  differences	  in	  tumor	  type	  and	  stage	  to	  provide	  a	  more	  complete	  and	  reliable	  diagnosis.	  	   The	  metabolite	  of	  greatest	  interest	  in	  MRS	  evaluation	  of	  the	  brain	  is	  n-­‐acetyl	  aspartate,	  the	  most	  abundant	  amino	  acid	  in	  the	  brain.	  	  Because	  it	  is	  associated	  with	  functional	  neurons,	  any	  pathology	  resulting	  in	  neuronal	  loss	  or	  function	  will	  result	  in	  decreased	  NAA.	  	  NAA	  has	  been	  shown	  to	  decrease	  with	  neoplasia	  of	  the	  brain	  or	  even	  distinguish	  between	  high	  and	  low	  grade	  neoplasms[8,	  58-­‐61].	  	  It	  is	  also	  reduced	  in	  stroke[62],	  epilepsy[63],	  	  and	  Alzheimer’s	  disease[64].	  	  MRS	  has	  also	  been	  used	  to	  evaluate	  neurodegenerative	  disorders.	  	  One	  study	  showed	  a	  strong	  correlation	  between	  neuronal	  loss	  (shown	  by	  traditional	  neurohistopathology)	  and	  a	  decrease	  of	  the	  neuronal	  marker	  N-­‐acetyl	  aspartate	  measured	  with	  HRMAS[10].	  	  NAA	  is	  not	  reduced	  in	  mild	  cognitive	  impairment.	  	  NAA	  levels	  are	  decreased	  in	  glioblastomas,	  and	  this	  is	  often	  accompanied	  by	  an	  increase	  in	  choline,	  hence	  the	  choline/NAA	  ratio	  is	  a	  valuable	  biomarker	  for	  glioblastoma	  progression[65].	  	   Many	  researchers	  have	  engaged	  in	  ex	  vivo	  HRMAS	  analyses	  to	  better	  define	  and	  interpret	  the	  in	  vivo	  observations[66-­‐70].	  	  A	  study	  by	  Davies	  et	  al[67]	  looked	  at	  the	  potential	  of	  glycine	  as	  a	  biomarker	  to	  determine	  malignancy	  from	  in	  vivo	  MRS	  at	  1.5T.	  	  Glycine	  had	  previously	  been	  neglected	  as	  a	  potential	  biomarker	  because	  of	  its	  relatively	  low	  concentration	  in	  the	  normal	  brain.	  	  In	  this	  study,	  single-­‐voxel	  in	  vivo	  MRS	  spectra	  were	  analyzed	  in	  conjunction	  with	  HRMAS	  spectra	  from	  matched	  surgical	  samples.	  	  In	  vivo	  results	  were	  consistent	  with	  the	  HRMAS	  results,	  indicating	  that	  glycine	  can	  be	  reliably	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detected	  using	  in	  vivo	  MRS	  on	  standard	  clinical	  scanners	  and	  is	  a	  promising	  biomarker	  for	  tumor	  aggressiveness.	  	   In	  addition	  to	  supplementing	  in	  vivo	  MRS	  to	  identify	  tumors,	  HRMAS	  is	  being	  used	  to	  study	  the	  metabolic	  differences	  in	  tumor	  type	  and	  stage	  to	  provide	  a	  more	  complete	  and	  reliable	  diagnosis[71-­‐74].	  	  For	  instance,	  it	  is	  known	  that	  histopathological	  grading	  of	  oligodendrogliomas	  is	  still	  controversial,	  and	  a	  more	  reliable	  test	  is	  needed	  to	  improve	  malignancy	  grading.	  	  HRMAS	  was	  used	  to	  evaluate	  low,	  intermediate,	  and	  high-­‐grade	  oligodendrogliomas	  and	  glioblastomas,	  and	  the	  results	  showed	  that	  tumors	  could	  be	  classified	  based	  on	  the	  gradient	  of	  tumor	  hypoxia.	  	  Low-­‐grade	  tumors	  had	  the	  least	  hypoxia,	  followed	  by	  intermediate	  and	  high	  grade,	  then	  by	  glioblastomas.	  	  The	  metabolomics	  classification	  seems	  to	  more	  closely	  follow	  patient	  prognosis	  when	  compared	  to	  histopathological	  analysis,	  making	  these	  results	  a	  promising	  new	  diagnostic	  tool	  [71].	  	  In	  a	  2009	  study	  by	  Senft	  et.	  al,	  MRS	  was	  found	  to	  provide	  higher	  accuracy	  in	  differentiating	  WHO	  grade	  II	  and	  WHO	  grade	  III/IV	  gliomas	  than	  the	  contrast	  enhancement	  pattern.	  	  Both	  maximum	  and	  mean	  Cho	  were	  found	  to	  significantly	  differ	  between	  low	  and	  high	  grade	  gliomas[75].	  	   One	  of	  the	  key	  questions	  to	  be	  addressed	  remains	  whether	  MRS	  alone	  can	  provide	  specificity	  and	  sensitivity	  to	  identify	  proliferating	  lesions	  from	  other	  common	  focal	  brain	  conditions.	  	  Recent	  studies	  show	  that	  ischemic	  infarctions	  show	  no	  MRS	  signals	  apart	  from	  lactate	  and	  macromolecules[76,	  77].	  	  In	  case	  of	  infectious	  lesions	  MRS	  data	  provide	  >90%	  specificity	  to	  separate	  abscesses	  and	  tuberculomas	  from	  astrocytic	  tumors[78].	  	  A	  2012	  study	  by	  Porto	  et.	  al	  [79]	  evaluated	  whether	  there	  was	  a	  cutoff	  value	  for	  a	  metabolite	  concentration	  measured	  by	  MRS	  which	  may	  be	  used	  to	  differentiate	  malignant	  brain	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tumors	  (high-­‐grade	  gliomas,	  primary	  CNS	  lymphomas	  and	  metastases)	  from	  other	  contrast-­‐enhancing	  lesions	  like	  low-­‐grade	  gliomas	  and	  non-­‐neoplastic	  lesions.	  	  MRS	  was	  performed	  in	  252	  consecutive	  patients	  with	  contrast-­‐enhancing,	  space-­‐occupying	  brain	  lesions.	  	  Concentrations	  of	  NAA,	  total	  creatine,	  total	  choline	  containing	  metabolites,	  lipids,	  and	  lactate	  were	  evaluated	  from	  the	  contrast-­‐enhancing	  lesion	  and	  from	  normal	  appearing	  brain	  tissue	  in	  an	  effort	  to	  find	  the	  best	  predictor	  for	  malignant	  brain	  tumors	  as	  well	  as	  a	  ‘cutoff	  value’	  for	  the	  best	  predictor	  in	  detecting	  malignant	  brain	  tumors	  with	  a	  specificity	  of	  >95%.	  	  It	  was	  found	  that	  the	  tCho	  concentration	  was	  the	  best	  predictor	  to	  differentiate	  malignant	  brain	  tumors	  from	  enhancing	  low-­‐grade	  gliomas	  or	  non-­‐neoplastic	  lesions	  (p<0.0005).	  	  A	  tCho	  cutoff	  value,	  based	  on	  an	  increase	  of	  >40%	  compared	  to	  normal	  yielded	  a	  specificity	  of	  100%	  and	  a	  sensitivity	  of	  89.4%	  to	  correctly	  diagnose	  a	  malignant	  brain	  tumor.	  	   A	  wealth	  of	  MRS	  data	  from	  brain	  tumors	  shows	  that	  both	  tumor	  types	  and	  tumor	  grades	  have	  characteristic	  spectral	  patterns.	  	  The	  idea	  of	  looking	  at	  the	  MRS	  spectrum	  of	  individual	  tumors	  arose	  from	  work	  on	  cultured	  brain	  tumor	  cells[80],	  which	  introduced	  a	  concept	  of	  ‘MRS	  metabolic	  phenotype’[81,	  82].	  	   Pediatric	  brain	  tumors	  appear	  metabolically	  similar	  to	  adult	  brain	  tumors,	  as	  such	  that	  low	  creatine	  and	  high	  choline	  containing	  metabolites	  are	  associated	  with	  high	  tumor	  grades.	  	  Also	  consistent	  with	  adult	  brain	  tumor	  studies,	  the	  decline	  in	  choline-­‐containing	  metabolites	  and	  appearance	  of	  lipid	  resonances	  are	  signs	  of	  response	  to	  therapy[83-­‐85].	  	  Interestingly,	  pediatric	  brain	  tumors,	  irrespective	  of	  originating	  cell	  type,	  show	  absence	  of	  NAA,	  indicating	  that	  only	  differentiated	  neural	  cells	  are	  able	  to	  express	  NAA[84,	  85].	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Prostate:	  	  Prostate	  cancer	  is	  the	  most	  common	  cancer	  affecting	  men	  in	  the	  United	  States	  and	  Australia.	  	  Prostate	  cancers	  demonstrate	  a	  range	  of	  biological	  potential,	  and	  the	  disease	  is	  heterogeneous,	  therefore	  spectroscopic	  mapping	  of	  the	  prostate	  offers	  an	  opportune	  means	  of	  identifying	  spatial	  location	  and	  diagnosis.	  	  The	  first	  example	  of	  spectroscopy	  of	  the	  prostate	  was	  undertaken	  in	  vivo	  in	  the	  late	  1980s	  using	  an	  endorectal	  coil[86,	  87].	  	  Currently,	  most	  prostate	  cancer	  cases	  are	  detected	  by	  annual	  serum	  PSA	  screening	  tests	  and	  subsequent	  cancer	  positive	  biopsies	  performed	  on	  those	  patients	  with	  elevated	  PSA	  levels[57].	  	  PSA	  testing	  has	  resulted	  in	  a	  greater	  percentage	  of	  patients	  diagnosed	  with	  prostate	  cancer	  at	  a	  much	  earlier	  stage,	  with	  likely	  smaller	  lesions.	  	  These	  small	  lesions	  of	  prostate	  cancer	  are	  also	  known	  to	  be	  heterogeneously	  distributed	  in	  the	  prostate,	  thus	  prostate	  biopsies	  performed	  on	  cancer	  patients	  often	  return	  false	  negative	  results[88,	  89].	  	  More	  advanced	  tests	  are	  needed	  to	  provide	  detailed	  information	  of	  the	  prostate	  that	  can	  distinguish	  locations	  as	  well	  as	  the	  aggressiveness	  of	  tumors	  in	  order	  to	  direct	  the	  most	  suitable	  treatment	  for	  patients	  on	  an	  individual	  level.	  	  	  In	  vivo	  spectroscopy	  of	  the	  prostate	  has	  developed	  such	  that	  it	  is	  now	  implemented	  on	  a	  routine	  basis	  in	  40	  hospitals	  in	  the	  United	  States.	  	  The	  in	  vivo	  diagnostic	  method	  is	  based	  on	  high	  levels	  of	  citrate	  that	  are	  present	  in	  healthy	  tissue.	  	  In	  contrast,	  malignant	  tissue	  is	  characterized	  by	  low	  levels	  of	  citrate	  and	  increased	  levels	  of	  compounds	  involved	  in	  phosphatidyl	  choline	  and	  phosphatidylethanolamine	  synthesis	  and	  hydrolysis	  (choline,	  phosphocholine,	  glycerophosphocholine,	  ethanolamine,	  and	  phosphoethanolamine)	  contributing	  to	  the	  spectral	  region	  known	  to	  contain	  choline[90].	  	  Additional	  studies	  evaluating	  benign	  prostatic	  hypertrophy	  and	  prostatic	  neoplasia	  with	  MRS	  found	  a	  low	  citrate/choline	  ratio	  in	  tumor	  tissue,	  and	  this	  was	  found	  to	  correlate	  with	  early	  MR	  contrast	  
	  	   27	  
enhancement[91].	  	  A	  second	  study	  found	  that	  the	  (Choline+Creatine)/Citrate	  and	  the	  Choline/Creatine	  ratios	  in	  prostate	  cancer	  were	  significantly	  higher	  than	  those	  in	  patients	  with	  benign	  prostatic	  hypertrophy.	  	  Both	  ratios	  had	  high	  sensitivity,	  specificity,	  and	  accuracy	  in	  their	  discriminative	  power	  between	  cancer	  and	  BPH	  in	  transitional	  zone[22].	  	  A	  decade	  after	  the	  first	  in	  vivo	  study	  of	  the	  prostate	  the	  first	  comprehensive	  study	  on	  prostate	  biopsies	  was	  published	  by	  the	  National	  Research	  Council	  of	  Canada	  at	  the	  higher	  frequency	  of	  8.5T[92].	  	  Using	  a	  spectral	  classification	  method,	  the	  sensitivity	  and	  specificity	  achieved	  in	  this	  study	  were	  100%	  and	  95%	  for	  distinguishing	  benign	  prostatic	  hyperplasia	  (BPH)	  and	  cancer,	  respectively.	  
	  
Other	  tissues:	  	  MRS	  has	  been	  used	  to	  evaluate	  a	  multitude	  of	  other	  tissues,	  including	  skin	  tumors	  (melanoma),	  thyroid,	  cervical	  and	  ovarian	  neoplasms.	  	  Spectra	  obtained	  from	  adenocarcinoma	  of	  a	  specific	  organ	  is	  typical	  of	  adenocarcinoma	  from	  any	  organ[93].	  	  In	  vivo	  MRS	  at	  1.5T	  of	  primary	  and	  metastatic	  melanoma	  showed	  high	  levels	  of	  Cho,	  which	  was	  later	  validated	  with	  ex	  vivo	  MRS	  biopsy	  analysis	  at	  8.5T[25].	  	  In	  vivo	  MRS	  of	  solid	  thyroid	  carcinoma	  detected	  Cho	  in	  all	  tumors,	  but	  no	  Cho	  in	  normal	  thyroid	  tissues.	  	  Choline/creatine	  ratios	  for	  malignant	  tumors	  ranged	  from	  1.6	  in	  well-­‐differentiated	  follicular	  carcinoma	  to	  9.4	  in	  anaplastic	  carcinoma[23].	  	  In	  spectra	  attained	  at	  8.5T	  of	  punch	  biopsies	  from	  patients	  with	  cervical	  adenocarcinoma	  compared	  to	  benign	  cervical	  biopsies,	  the	  main	  difference	  was	  found	  to	  be	  the	  presence	  of	  strong	  lipid	  signals	  in	  addition	  to	  choline	  and	  creatine	  in	  the	  malignant	  biopsies.	  	  The	  MRS	  method	  recorded	  an	  accuracy	  of	  99%	  in	  distinguishing	  pre-­‐invasive	  from	  invasive	  cervical	  cancer.	  	  This	  was	  later	  confirmed	  in	  an	  in	  vivo	  study	  at	  1.5T	  using	  an	  endovaginal	  coil[93].	  	  In	  an	  initial	  study,	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the	  1D	  spectral	  analysis	  distinguished	  carcinomas	  from	  benign	  tumors	  and	  normal	  tissue	  with	  a	  sensitivity	  and	  specificity	  of	  88%	  and	  97%,	  respectively	  [94].	  	  
	  
Choline	  assessment	  in	  lymphoma	  and	  response	  to	  treatment	  Non-­‐Hodgkin’s	  lymphoma	  (NHL)	  is	  a	  prevalent	  form	  of	  cancer	  in	  humans,	  which	  exhibits	  ~50%	  response	  to	  therapy,	  and	  often	  presents	  with	  large	  superficial	  lesions	  easily	  accessible	  to	  MRS	  measurements[95].	  	  In	  this	  way,	  it	  can	  be	  likened	  to	  multicentric	  lymphoma	  in	  canine	  patients[96],	  in	  which	  patients	  present	  with	  significant	  peripheral	  lymphadenopathy.	  	  NHL	  is	  the	  fifth	  most	  common	  cancer	  for	  both	  men	  and	  women,	  and	  the	  ninth	  and	  sixth	  most	  common	  cause	  of	  cancer	  death	  in	  men	  and	  women,	  respectively,	  in	  the	  United	  States.	  	  Chemotherapy,	  radiation	  therapy,	  and	  stem	  cell	  transplantation	  after	  high	  dose	  chemo	  and	  radiation	  therapy	  are	  standard	  treatment	  options[97].	  	  Currently,	  the	  combined	  us	  of	  FDG-­‐PET	  and	  CT	  is	  the	  standard	  diagnostic	  tool	  for	  detection	  and	  treatment	  response	  monitoring	  of	  lymphoma[98].	  	  A	  benefit	  to	  functional	  imaging/staging	  with	  MRI/MRS	  is	  that	  these	  methods	  avoid	  exposure	  to	  radioactive	  tracers	  such	  as	  those	  used	  in	  FDG-­‐PET.	  Both	  phosphorus	  and	  proton	  spectroscopy	  have	  been	  evaluated	  for	  their	  prognostic	  value	  in	  predicting	  tumor	  response	  to	  chemotherapy.	  	  In	  the	  last	  three	  decades,	  major	  MR	  studies	  of	  lymphoma	  focused	  on	  phosphorus	  spectroscopy,	  which	  demonstrated	  that	  this	  method	  was	  capable	  of	  detecting	  response	  to	  various	  treatment	  modalities[99-­‐104].	  	  Studies	  utilizing	  phosphorus	  spectroscopy	  (31P)	  emphasize	  the	  reduction	  in	  phosophomonoesters	  (PME)	  and	  phosphodiesters	  (PDE)	  with	  treatment.	  	  As	  described	  earlier,	  the	  PME	  peak	  includes	  both	  phosphocholine	  and	  phosphoethanolamine,	  while	  the	  PDE	  peak	  includes	  phospholipid	  metabolites	  glycerophosphocholine	  (GPG)	  and	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glycerophosphoethanolamine	  (GPE).	  	  	  	  The	  important	  findings	  from	  these	  studies	  will	  be	  briefly	  outlined.	  	  In	  an	  early	  study	  by	  Bryant	  et	  al.	  in	  1988,	  two	  patients	  with	  NHL	  of	  the	  femur	  were	  examined	  with	  31P	  MRS	  before	  and	  during	  treatment	  with	  chemotherapy.	  	  Prior	  to	  treatment,	  spectroscopy	  of	  the	  tumor	  showed	  that	  in	  comparison	  to	  normal	  skeletal	  muscle,	  phosphocreatine	  was	  reduced,	  and	  phosophomonoesters	  were	  elevated.	  	  The	  31P	  spectrum	  became	  similar	  to	  that	  or	  normal	  muscle	  after	  40	  days	  of	  treatment	  in	  both	  cases.	  	  Six	  to	  twelve	  months	  later	  there	  was	  no	  clinical	  evidence	  of	  recurrence[99].	  In	  a	  1987	  case	  study	  evaluating	  metabolic	  alterations	  in	  a	  NHL	  patient	  undergoing	  six	  weeks	  of	  radiation	  therapy,	  transient	  and	  steady	  state	  alterations	  in	  metabolites	  were	  noted	  in	  response	  to	  therapy.	  	  In	  the	  first	  three	  hours	  after	  treatment,	  a	  transient	  increase	  in	  the	  PCR	  resonance	  and	  decrease	  in	  the	  PDE	  (phospholipid	  metabolites	  GPG	  and	  GPE)	  and	  increase	  in	  intracellular	  pH	  were	  noted.	  	  The	  steady	  state	  MR	  spectra	  showed	  the	  net	  response	  to	  each	  intervention	  can	  clinically	  be	  useful	  for	  predicting	  and	  measuring	  the	  result	  of	  the	  fractionated	  radiation	  therapy	  (RT).	  	  In	  this	  case	  study,	  the	  PDE	  peak	  was	  the	  most	  sensitive	  resonance	  in	  response	  to	  radiation	  therapy.	  	  Most	  significantly,	  after	  the	  3rd	  RT,	  prior	  to	  tumor	  size	  reduction,	  the	  PDE	  to	  ATP	  ratio	  decreased	  33%.	  	  ATP	  was	  used	  to	  normalize	  the	  data	  between	  patients.	  	  In	  subsequent	  RT	  interventions,	  both	  the	  tumor	  size	  and	  the	  PDE/ATP	  ratio	  continually	  decreased[104].	  Dixon	  et	  al.	  investigated	  the	  utility	  of	  abnormal	  31P	  MR	  spectral	  signals	  from	  patients	  with	  hepatic	  lymphoma	  in	  1991[101].	  	  Hepatic	  infiltration	  by	  lymphoma	  can	  be	  difficult	  to	  detect	  by	  conventional	  methods.	  	  22	  patients	  were	  evaluated	  with	  in	  vivo	  31P	  MRS,	  and	  these	  results	  were	  compared	  with	  the	  clinical	  staging	  assessment	  of	  the	  liver	  by	  computed	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tomography,	  ultrasound,	  and	  liver	  function	  tests.	  	  It	  was	  found	  that	  the	  PME	  to	  ATP	  ratio	  was	  a	  useful	  indicator	  of	  liver	  involvement	  in	  all	  patients	  with	  liver	  involvement	  apparent	  on	  CT	  or	  US.	  	  These	  ratios	  were	  elevated	  greater	  than	  2	  standard	  deviations	  above	  the	  control	  mean.	  	  Extracts	  of	  regional	  lymphomatous	  lymph	  nodes	  contained	  high	  concentrations	  of	  phosphoethanolamine,	  which	  suggest	  this	  compound	  is	  responsible	  for	  the	  increase	  in	  the	  PME	  peak.	  	  Eleven	  of	  these	  patients	  were	  studied	  again	  after	  chemotherapy,	  and	  those	  with	  initially	  raised	  PME/ATP	  ratios	  all	  shows	  a	  decrease	  in	  these	  ratios	  toward	  normal.	  In	  a	  2002	  multi-­‐center	  trial	  evaluating	  the	  31P	  spectra	  in	  43	  NHL	  patients	  pre	  and	  post-­‐treatment,	  the	  pre-­‐treatment	  phosphomonoester	  (PME):	  nucleotide	  triphosphate	  (NTP)	  ratio	  was	  significantly	  lower	  in	  patients	  who	  underwent	  a	  complete	  response	  than	  a	  partial	  response	  or	  no	  response,	  and	  decreased	  with	  treatment.	  	  Thus,	  a	  prediction	  of	  response	  could	  be	  made	  before	  commencement	  of	  therapy[105].	  	  This	  was	  confirmed	  in	  later	  31P	  MRS	  studies,	  one	  of	  which	  demonstrated	  that	  31P	  MRS	  can	  identify	  about	  2/3	  of	  the	  patients	  that	  are	  unlikely	  to	  exhibit	  a	  complete	  response	  to	  conventional	  therapy[106-­‐108].	  	  In	  the	  2004	  study	  by	  Arias-­‐Mendoza	  et	  al,	  the	  normalized	  sum	  of	  phosphocholine	  and	  phosphoethanolamine	  measured	  before	  treatment	  successfully	  predicted	  long-­‐term	  response	  to	  treatment	  and	  time	  to	  treatment	  failure.	  A	  2002	  study	  by	  Schwarz	  et	  al.	  evaluated	  the	  tCho:	  water	  ratio	  in	  patients	  with	  extracranial	  lymphoma	  and	  germ	  cell	  tumors	  with	  MRS.	  	  The	  purpose	  was	  to	  monitor	  tumor	  metabolism	  in	  vivo	  during	  chemotherapy	  treatment	  (MRS	  performed	  prior	  to	  treatment	  and	  during	  the	  first	  cycle	  of	  chemotherapy,	  44-­‐93	  days	  post	  treatment).	  	  Changes	  in	  the	  tCho:	  water	  ratio	  following	  treatment	  were	  found	  to	  predict	  subsequent	  patient	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response:	  in	  7/9	  patients,	  the	  tCho:	  water	  ratio	  decreased	  in	  the	  first	  post-­‐treatment	  scan,	  and	  all	  seven	  subsequently	  achieved	  partial	  response	  to	  treatment.	  	  In	  the	  two	  remaining	  patients,	  the	  tCho:	  water	  ratio	  did	  not	  change	  significantly,	  and	  both	  these	  patients	  progressed	  during	  treatment[20].	  A	  2007	  study	  by	  Huang	  et	  al.	  evaluated	  xenografts	  of	  human	  large	  B	  cell	  lymphoma	  (the	  most	  common	  form	  of	  NHL)	  in	  mice	  with	  both	  proton	  and	  phosphorus	  MRS.	  	  This	  study	  found	  significant	  decreases	  in	  lactate	  and	  total	  choline	  within	  the	  tumors	  after	  one	  cycle	  of	  CHOPB	  (cyclophosphamide,	  Hydroxydoxorubicin,	  Oncovin,	  Prednisone,	  and	  Bryostatin	  1).	  	  The	  ratio	  of	  phosphomonoesters	  to	  beta-­‐nucleoside	  triphosphate	  (measured	  by	  phosphorus	  MRS,	  as	  evaluated	  in	  earlier	  studies)	  decreased	  in	  the	  CHOPB	  treated	  tumors	  after	  two	  cycles	  of	  CHOPB.	  	  Control	  tumors	  did	  not	  exhibit	  any	  significant	  changes	  in	  either	  of	  these	  metabolites[109].	  A	  significant	  decrease	  in	  the	  tCho/water	  ratio	  was	  also	  noted	  in	  one	  2010	  study	  evaluating	  mice	  with	  xenografts	  of	  human	  large	  B-­‐cell	  lymphoma	  after	  a	  single	  15Gy	  dose	  of	  radiation.	  Seventy-­‐two	  hours	  post	  radiation,	  the	  tCho/water	  ratio	  decreased	  by	  45	  +/-­‐	  14%	  (p=0.01).	  	  This	  study	  also	  noted	  that	  the	  lactate/water	  ratio	  significantly	  decreased	  within	  24	  hours	  post	  radiation	  (38	  +/-­‐	  15%,	  p=0.03),	  and	  the	  lipid	  signal	  increased	  by	  57%	  (+/-­‐	  14%,	  p=0.01)	  24	  hours	  post	  and	  970%	  (+/-­‐	  36%,	  p=0.001)	  72	  hours	  post-­‐radiation[97].	  	  Elevation	  in	  the	  lipid	  signal	  has	  also	  been	  described	  in	  benign	  lymph	  nodes	  when	  compared	  to	  axillary	  lymph	  nodes	  containing	  breast	  cancer	  metastases[110].	  Research	  has	  also	  been	  performed	  to	  determine	  if	  MRS	  is	  able	  to	  differentiate	  follicular	  lymphoma	  from	  diffuse	  large	  B-­‐cell	  lymphoma,	  and	  which	  metabolites	  were	  responsible	  for	  the	  differences.	  	  In	  this	  ex	  vivo	  study,	  fresh	  lymph	  node	  biopsies	  were	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evaluated,	  and	  the	  tumor	  types	  were	  able	  to	  be	  discriminated	  with	  an	  86%	  sensitivity	  and	  76%	  specificity.	  	  The	  metabolites	  that	  most	  contributed	  to	  the	  discrimination	  were	  a	  relative	  increase	  in	  alanine	  in	  the	  diffuse	  large	  B-­‐cell	  lymphoma	  and	  a	  relative	  increase	  in	  taurine	  in	  the	  follicular	  lymphoma	  cases[111].	  
	  
MRI	  anatomy	  of	  lymph	  nodes	  	  	  	   A	  lymph	  node	  is	  surrounded	  by	  a	  fibrous	  capsule,	  and	  lymphatic	  drainage	  occurs	  via	  one	  or	  two	  efferent	  vessels.	  	  Fibrous	  septae	  extend	  from	  the	  outer	  fibrous	  capsule	  toward	  the	  center	  of	  the	  lymph	  node.	  	  Once	  lymph	  enters	  the	  node,	  it	  “percolates”	  slowly	  through	  the	  sinuses	  before	  draining	  into	  a	  single	  efferent	  vessel.	  	  Cortical	  nodules	  found	  within	  the	  sinuses	  along	  the	  outer	  region	  of	  the	  node	  are	  separated	  from	  each	  other	  by	  these	  trabeculae.	  	  Each	  cortical	  nodule	  is	  composed	  of	  packed	  lymphocytes	  that	  surround	  a	  less	  dense	  area	  called	  the	  germinal	  center.	  	  The	  center	  (or	  medulla)	  of	  a	  lymph	  node	  is	  composed	  of	  sinuses	  and	  cords.	  	  Both	  the	  cortical	  and	  medullary	  sinuses	  are	  lined	  with	  specialized	  reticuloendothelial	  cells	  (fixed	  macrophages)	  capable	  of	  phagocytosis.	  	  	  	   Lymph	  nodes	  are	  traditionally	  regarded	  as	  having	  3	  compartments:	  the	  cortex,	  paracortex,	  and	  medulla.	  	  When	  the	  lymph	  nodes	  elicit	  the	  immune	  response,	  the	  nodes	  enlarge	  in	  size	  (reactive	  hyperplasia).	  	  The	  morphological	  changes	  indicating	  a	  cell-­‐mediated	  immune	  response	  are	  the	  development	  of	  paracortical	  hyperplasia	  and	  sinus	  histiocytosis.	  	  The	  humoral	  immune	  response	  is	  indicated	  by	  a	  follicular	  hyperplasia	  with	  germinal	  center	  formation.	  	  Nodes	  that	  drain	  areas	  of	  frequent	  infection	  (mandibular	  nodes)	  tend	  to	  be	  larger	  than	  adjacent	  cervical	  nodes,	  for	  example.	  	  On	  MRI	  these	  reactive	  nodes	  seem	  homogeneous	  low	  to	  intermediate	  intensity	  pre-­‐contrast	  on	  T1	  weighted	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images,	  and	  fairly	  high	  intensity	  in	  T2	  weighted	  images.	  	  These	  nodes	  have	  smooth,	  non-­‐infiltrating	  margins	  and	  a	  slight	  homogeneous	  enhancement	  after	  gadolinium	  administration.	  	  The	  drastic	  changes	  that	  occur	  in	  the	  nodes	  containing	  metastasis	  remain	  initially	  undetected	  by	  conventional	  MRI	  due	  to	  poor	  imaging	  ability	  of	  the	  internal	  architecture	  of	  the	  node[112].	  	   In	  additional	  to	  conventional	  contrast-­‐enhanced	  MR,	  axial	  diffusion-­‐weighted	  imaging	  (DWI)	  of	  the	  lymph	  nodes	  is	  also	  frequently	  performed.	  	  DWI	  allows	  visualization	  of	  molecular	  diffusion	  and	  microcirculation	  of	  the	  blood	  in	  the	  capillary	  network	  (perfusion)	  of	  biologic	  tissues.	  	  Cancer	  metastasis	  to	  the	  regional	  lymph	  nodes	  is	  associated	  with	  alterations	  in	  water	  diffusivity	  and	  microcirculation	  of	  the	  node.	  	  	  	   	  
Detecting	  malignancy	  in	  lymph	  nodes	  with	  conventional	  imaging	  Multiple	  radiological	  imaging	  modalities	  can	  be	  used	  to	  enhance	  the	  preoperative	  assessment	  of	  lymph	  node	  status.	  	  Compared	  to	  ultrasound,	  CT	  and	  MRI	  are	  more	  commonly	  used	  to	  detect	  cervical	  lymph	  node	  metastasis	  in	  human	  patients	  with	  head	  and	  neck	  squamous	  cell	  carcinoma.	  	  This	  is	  due	  to	  lower	  interobserver	  variation.	  	  MRI	  presents	  a	  lot	  of	  advantages,	  mainly	  due	  to	  the	  increased	  soft	  tissue	  contrast	  and	  the	  ability	  to	  obtain	  tissue	  characteristics	  in	  different	  sequences,	  including	  diffusion	  and	  perfusion-­‐weighted	  sequences	  and	  proton	  spectroscopy	  imaging.	  	  The	  lack	  of	  ionizing	  radiation	  also	  makes	  MRI	  suitable	  for	  close	  follow-­‐up	  of	  the	  patient[112].	  	  Functional	  imaging	  modalities	  (such	  as	  PET)	  may	  also	  be	  applied,	  although	  nodal	  necrosis	  may	  cause	  false-­‐negative	  results	  due	  to	  low	  glycolytic	  activity	  of	  the	  necrotic	  material.	  	  Secondly,	  false-­‐positive	  PET	  results	  may	  be	  caused	  by	  inflammatory	  processes	  in	  benign	  lymph	  nodes[113].	  	  The	  overall	  diagnostic	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accuracy	  of	  CT	  and	  MRI	  for	  detecting	  nodal	  metastasis	  in	  human	  head	  and	  neck	  squamous	  cell	  carcinoma	  is	  insufficient.	  	  Sensitivities	  range	  from	  14-­‐80%	  for	  CT	  and	  29-­‐85%	  for	  MRI,	  while	  specificities	  range	  from	  80-­‐100%	  for	  both	  CT	  and	  MRI	  using	  histopathology	  as	  the	  reference	  standard[114-­‐117].	  	  	  Currently,	  differentiating	  benign	  from	  malignant	  lymphadenopathy	  with	  MRI	  relies	  on	  overall	  lymph	  node	  size	  (typically	  less	  than	  1cm	  in	  length),	  shape	  (ellipsoid),	  and	  normal	  hilar	  fat	  (not	  disrupted	  in	  reactive	  lymphadenopathy).	  	  Fat	  is	  abundant	  in	  benign	  lymphadenopathy	  lesions,	  but	  is	  virtually	  absent	  in	  metastases.	  	  During	  tumor	  infiltration,	  the	  hilar	  fat	  is	  destroyed	  due	  to	  necrosis.	  	  Hilar	  fat	  is	  visible	  as	  an	  echogenic	  area	  on	  ultrasonography,	  but	  differentiating	  it	  from	  necrosis	  is	  not	  possible[118].	  	  The	  detection	  of	  nodal	  necrosis	  in	  untreated	  patients	  seems	  to	  be	  the	  most	  reliable	  sign	  of	  metastatic	  disease[119].	  	  In	  cervical	  lymph	  node	  metastasis,	  nodal	  necrosis	  seems	  to	  increase	  with	  nodal	  size	  (56-­‐63%	  of	  nodes	  larger	  than	  1.5cm	  in	  diameter	  show	  necrosis)	  and	  10-­‐33%	  of	  malignant	  nodes	  smaller	  than	  1cm	  in	  diameter	  show	  necrosis[120].	  	  The	  classical	  appearance	  of	  nodal	  necrosis	  in	  MRI	  (in	  fat-­‐suppressed	  T2	  weighted	  image)	  is	  a	  hyperintense	  area	  inside	  the	  node.	  	  This	  seems	  to	  correspond	  to	  liquefaction	  necrosis,	  whereas	  coagulation	  necrosis	  gives	  a	  hypointense	  signal	  relative	  to	  the	  residual	  nodal	  parenchyma.	  	  Conventional	  surface	  coils	  fail	  to	  detect	  necrosis	  smaller	  than	  3mm,	  which	  results	  in	  many	  false-­‐negative	  results.	  Another	  radiological	  characteristic	  in	  lymph	  node	  involvement	  is	  the	  extracapsular	  neoplastic	  spread	  (commonly	  seen	  in	  squamous	  cell	  carcinoma	  and	  in	  lymphoma	  metastases)	  that	  can	  be	  appreciated	  with	  MR	  and	  CT	  imaging	  and	  is	  summarized	  by	  the	  presence	  of	  indistinct	  nodal	  margins,	  irregular	  nodal	  capsular	  enhancement,	  or	  infiltration	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in	  the	  adjacent	  fat	  or	  muscle.	  	  As	  the	  node	  enlarges,	  the	  incidence	  of	  extracapsular	  spread	  rises	  and	  is	  macroscopically	  easy	  to	  recognize[112].	  	  The	  significance	  of	  this	  research	  lies	  in	  the	  fact	  that	  extranodal	  spread	  is	  the	  best	  indicator	  for	  treatment	  failure	  and	  decreases	  survival	  by	  50%[121].	  
	  
Choline	  assessment	  in	  lymph	  node	  metastases	  MRS	  has	  also	  been	  evaluated	  for	  its	  utility	  in	  evaluating	  the	  metabolic	  status	  of	  regional	  or	  ‘sentinel’	  lymph	  nodes	  in	  different	  neoplastic	  tissues	  (predominantly	  head	  and	  neck	  squamous	  cell	  carcinoma,	  melanoma,	  breast	  cancer,	  prostate	  cancer).	  	  Nodal	  status	  is	  of	  particular	  importance	  when	  surgical	  excision/reduction	  is	  to	  be	  performed	  on	  the	  primary	  tumor,	  and	  lymph	  nodes	  with	  evidence	  of	  metastasis	  must	  also	  be	  removed.	  	  Metastatic	  spread	  also	  influences	  postoperative	  therapy	  in	  patients	  (chemotherapy	  or	  radiation).	  	  Currently,	  biopsy	  sampling	  is	  the	  gold	  standard	  for	  differentiating	  benign	  from	  malignant	  lymph	  nodes,	  and	  determines	  the	  cellular	  etiology	  of	  disease	  as	  well	  as	  disease	  progression.	  	  Biopsy	  methods	  are	  invasive	  by	  nature,	  so	  non-­‐invasive	  imaging	  methods	  that	  may	  help	  confirm	  benignity	  or	  malignancy	  of	  lymphadenopathic	  lesions	  can	  be	  a	  helpful	  technique	  by	  reducing	  the	  need	  for	  biopsy	  and/or	  repeated	  sampling[118].	  	  	  Early	  work	  performed	  by	  Mountford	  et.	  al	  evaluated	  the	  proton	  nuclear	  magnetic	  resonance	  of	  metastatic	  cancer	  cells[122].	  	  This	  NMR	  based	  study	  described	  changes	  in	  the	  plasma	  membrane	  lipid	  associated	  with	  the	  metastatic	  process	  by	  means	  of	  chemical	  analysis	  of	  isolated	  enriched	  plasma	  membranes.	  	  The	  goal	  was	  to	  study	  differences	  in	  the	  metastatic	  abilities	  of	  tumor	  cells.	  	  The	  major	  finding	  from	  this	  early	  study	  was	  that	  the	  NMR	  spectroscopic	  study	  of	  ‘unusual’	  plasma	  membranes	  of	  cancer	  cells	  may	  provide	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insight	  into	  the	  metastatic	  ability	  of	  the	  cells.	  	  Metastatic	  cells	  were	  found	  to	  have	  a	  long	  T2	  relaxation	  time	  and	  a	  resonance	  at	  1.25ppm.	  	  It	  was	  thought	  that	  this	  may	  be	  related	  to	  the	  increased	  cholesterol	  content	  of	  their	  membranes.	  	  Previous	  unpublished	  work	  by	  the	  same	  author	  confirmed	  the	  presence	  of	  triglycerides	  in	  the	  plasma	  membrane	  of	  cultured	  leukemic	  lymphoblasts.	  Later	  work	  published	  in	  1993	  by	  the	  same	  author	  showed	  that	  MRS	  was	  capable	  of	  detecting	  cancer	  in	  draining	  lymph	  nodes[18].	  	  This	  work	  provided	  a	  basis	  for	  lymph	  node	  evaluation	  with	  MRS,	  and	  found	  that	  less	  than	  2%	  of	  a	  lymph	  node	  is	  typically	  evaluated	  by	  a	  pathologist	  when	  assessing	  for	  metastatic	  disease.	  	  Sampling	  errors	  with	  histopathology	  are	  possible,	  even	  though	  it	  is	  considered	  the	  gold	  standard.	  	  Conventional	  histopathology	  also	  relies	  on	  aggregates	  of	  malignant	  cells	  for	  a	  positive	  diagnosis,	  while	  proton	  MRS	  can	  detect	  chemical	  changes	  in	  lymph	  nodes	  infiltrated	  by	  cancer	  (before	  cell	  clusters	  are	  visible	  by	  light	  microscopy).	  	  Hence,	  proton	  MRS	  was	  found	  to	  detect	  micrometastases	  in	  lymph	  nodes	  that	  were	  missed	  histopathologically.	  	  MRS	  also	  eliminates	  sampling	  errors,	  as	  the	  entire	  lymph	  node	  can	  be	  examined.	  	  In	  this	  study,	  MRS	  was	  used	  to	  detect	  cancer	  in	  rat	  lymph	  nodes;	  an	  animal	  model	  was	  chosen	  since	  it	  offered	  the	  advantages	  of	  systematic	  sampling	  of	  nodes	  throughout	  tumor	  growth	  and	  access	  to	  healthy	  and	  immune-­‐challenged	  controls.	  	  The	  sensitivity	  of	  the	  MRS	  method	  was	  compared	  with	  routine	  histopathological	  assessment	  (examination	  of	  six	  7micrometer	  sections),	  examination	  of	  the	  entire	  node	  by	  histopathology,	  and	  by	  xenografting	  nodes	  into	  nude	  mice	  and	  monitoring	  subsequent	  node	  proliferation.	  	  Xenografting	  was	  performed	  on	  those	  nodes	  in	  which	  MRS	  detected	  disease	  which	  histology	  did	  not.	  	  The	  tumor	  line	  evaluated	  was	  rodent	  mammary	  carcinoma	  with	  known	  metastatic	  potential	  via	  the	  lymphatic	  system.	  	  Axillary	  lymph	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nodes	  from	  rats	  immunostimulated	  with	  Bordetella	  pertussis	  were	  also	  assessed	  to	  ascertain	  if	  differences	  in	  the	  cellular	  chemistry	  existed	  when	  compared	  to	  nodes	  from	  healthy	  control	  animals.	  	  Results	  showed	  that	  resonances	  from	  choline	  metabolites	  in	  malignant	  lymph	  nodes	  were	  more	  than	  twice	  that	  recorded	  for	  nodes	  assessed	  histopathologically	  to	  be	  free	  of	  tumor	  cells.	  	  Spectra	  from	  immunostimulated	  and	  healthy	  rats	  showed	  similar	  metabolite	  profiles.	  	  Metastatic	  nodes	  also	  contained	  significantly	  higher	  quantities	  of	  lactate,	  fucose,	  and	  amino	  acids	  than	  did	  healthy	  or	  immunostimulated	  controls.	  	  MRS	  also	  detected	  malignancy	  in	  lymph	  nodes	  classified	  as	  tumor-­‐free	  by	  histopathology.	  	  Some	  of	  these	  were	  later	  confirmed	  by	  histopathology	  (re-­‐evaluation	  with	  thinner	  slices	  of	  tissue).	  	  
Extracranial	  head	  and	  neck	  lymph	  nodes	  Elevated	  choline	  metabolites	  have	  been	  detected	  in	  the	  draining	  lymph	  nodes	  of	  patients	  with	  head	  and	  neck	  tumors.	  	  The	  purpose	  of	  	  a	  2000	  study	  by	  Stark-­‐Lack[30]	  was	  to	  measures	  spectral	  intensities	  of	  total	  choline,	  creatine,	  and	  lactate	  in	  vivo	  in	  human	  lymph	  node	  metastases	  of	  head	  and	  neck	  cancer	  for	  comparison	  with	  normal	  muscle	  tissue	  and	  to	  examine	  relationships	  between	  metabolite	  signal	  intensities	  and	  tissue	  oxygenation	  status.	  	  Cho:cr	  ratios	  were	  significantly	  higher	  in	  the	  nodes	  than	  in	  muscle	  tissue	  (2.9+/-­‐1.6	  vs.	  0.55+/-­‐0.21,	  p=0.0006).	  	  Lactate	  was	  significantly	  higher	  in	  cancer	  tissue	  than	  in	  muscle,	  although	  choline	  signal	  intensity	  was	  not	  well	  correlated	  with	  pO2	  (r=-­‐.46),	  but	  seemed	  to	  decreased	  at	  higher	  oxygenation	  levels.	  A	  2007	  study	  by	  Bisdas	  et.	  al[123]	  also	  evaluated	  metastatic	  lymphadenopathy	  in	  extracranial	  head	  and	  neck	  neoplasia.	  	  A	  semi-­‐quantitative	  analysis	  of	  the	  total	  choline	  and	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creatine	  signal	  intensities	  was	  used	  to	  differentiate	  healthy	  from	  neoplastic	  tissue.	  	  Statistical	  analysis	  of	  the	  Cho/Cr	  ratios	  revealed	  that	  enlarged,	  tumor-­‐free	  lymph	  nodes	  had	  a	  mean	  Cho/Cr	  ratio	  of	  2.2	  (range	  1.0-­‐3.0),	  while	  the	  metastatic	  lymph	  nodes	  demonstrated	  a	  significantly	  higher	  average	  ratio	  of	  4.8	  (range	  3.3-­‐5.6).	  Chawla	  et.	  al[124]	  performed	  both	  phosphorus	  and	  proton	  MRS	  on	  metastatic	  lymph	  nodes	  of	  15	  patients	  with	  squamous	  cell	  carcinoma	  of	  the	  head	  and	  neck.	  	  Peak	  areas	  of	  total	  choline	  with	  1HMRS	  and	  phosphomonoester	  (PME)	  with	  phosphorus	  MRS	  were	  computed.	  	  In	  all	  patients,	  the	  metastatic	  nodes	  appeared	  hyperintense	  on	  T2	  weighted	  images	  and	  hypointense	  on	  T1	  weighted	  images.	  	  A	  prominent	  resonance	  of	  tCho	  on	  1HMRS	  and	  PME	  on	  PMRS	  from	  the	  metastatic	  nodes	  was	  observed.	  	  A	  moderate	  correlation	  (0.31)	  was	  observed	  between	  the	  tCho/water	  ratio	  and	  the	  PME/B-­‐NTP	  (p>0.05).	  	  The	  increase	  in	  PME	  pool	  in	  tumors	  and	  cultured	  tumor	  cells	  reflects	  increased	  membrane	  turnover	  and	  cell	  nutritional	  status	  in	  the	  same	  way	  that	  elevated	  tCho	  levels	  are	  seen	  in	  various	  malignancies	  on	  1HMRS,	  and	  thus	  intuitively	  the	  same	  information	  can	  be	  obtained	  by	  PMRS	  or	  1HMRS.	  A	  2011	  study	  comparing	  squamous	  cell	  carcinoma	  tissues,	  metastatic	  lymph	  node	  tissues	  and	  ‘non-­‐involved’	  (or	  healthy	  tissues)	  via	  HRMAS	  found	  a	  similar	  metabolic	  profile	  in	  both	  the	  SCC	  and	  metastatic	  lymph	  nodes,	  both	  of	  which	  were	  significantly	  different	  from	  the	  non-­‐involved	  tissues.	  	  Choline	  containing	  compounds	  were	  elevated	  in	  both	  SCC	  and	  metastatic	  lymph	  node	  tissues[33].	  	  
Breast	  cancer,	  axillary	  lymph	  node	  evaluation	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   Many	  studies	  have	  utilized	  MRS	  in	  the	  evaluation	  of	  axillary	  lymph	  node	  metastasis	  in	  patients	  with	  breast	  cancer.	  	  A	  study	  by	  Yeung,	  et.	  al[52]	  evaluated	  breast	  and	  lymph	  node	  spectroscopy	  in	  cancer	  patients,	  and	  spectroscopic	  findings	  were	  then	  compared	  with	  histologic	  findings.	  	  MR	  spectroscopic	  technique	  with	  ultrasonographically	  guided	  fine-­‐needle	  aspiration	  biopsy	  findings	  in	  lymph	  nodes	  revealed	  a	  sensitivity	  of	  82%,	  specificity	  of	  100%,	  and	  accuracy	  of	  90%	  in	  the	  detection	  of	  axillary	  lymph	  node	  metastases.	  	  Choline	  was	  reliably	  detected	  in	  metastatic	  nodes	  in	  patients	  with	  breast	  cancer.	  	   A	  later	  study	  by	  Sharma	  [27]	  evaluated	  involved	  and	  noninvolved	  axillary	  lymph	  nodes	  from	  breast	  cancer	  patients,	  and	  performed	  ex	  vivo	  MRS.	  	  Increased	  membrane	  metabolites	  PC/GPC	  were	  found	  in	  the	  involved	  lymph	  nodes,	  as	  well	  as	  elevated	  lactate.	  	  Elevated	  lactate	  was	  thought	  to	  be	  indicative	  of	  the	  presence	  of	  malignant	  cells	  that	  derive	  energy	  via	  an	  aerobic	  glycolytic	  pathway.	  	  Analysis	  of	  NMR	  data	  revealed	  that	  the	  technique	  had	  a	  sensitivity	  of	  73%	  and	  specificity	  of	  92%	  in	  detecting	  micrometastases	  in	  axillary	  lymph	  nodes.	  	   In	  a	  2005	  study	  evaluating	  88	  lymph	  nodes	  from	  30	  patients	  with	  breast	  cancer	  via	  NMR	  analysis,	  histopathology	  revealed	  metastasis	  in	  20	  nodes	  from	  11	  patients,	  while	  NMR	  spectroscopy	  revealed	  metastasis	  in	  22	  nodes[28].	  	  16	  of	  these	  22	  nodes	  showed	  metastasis	  with	  histopathology,	  while	  6	  nodes	  showed	  metastasis	  only	  with	  NMR	  spectroscopy.	  	  These	  6	  nodes	  were	  then	  subjected	  to	  serial	  sectioning	  and	  immunohistochemistry,	  but	  no	  histopathological	  evidence	  of	  metastases	  were	  identified.	  	  This	  leads	  us	  to	  question	  whether	  NMR	  or	  histopathology	  should	  be	  considered	  the	  true	  ‘gold	  standard’	  for	  detection	  of	  nodal	  metastasis.	  	  Levels	  of	  GPC-­‐PC,	  choline,	  lactate,	  alanine	  and	  uridine	  diphosphoglucose	  were	  elevated	  significantly	  in	  nodes	  with	  metastases.	  	  In	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addition,	  the	  intensity	  ratio	  of	  GPC-­‐PC/threonine	  was	  higher	  in	  nodes	  with	  metastases,	  and	  using	  this	  as	  a	  marker,	  MRS	  detected	  the	  axillary	  metastases	  with	  a	  sensitivity,	  specificity	  and	  accuracy	  of	  80%,	  91%,	  and	  88%	  respectively.	  GPC-­‐PC	  and	  GPC-­‐PC/threonine	  ratios	  were	  lowered	  by	  neoadjuvant	  chemotherapy.	  	   In	  a	  recent	  study	  by	  Harnan	  et.	  al[125]	  MRI	  and	  MRS	  were	  evaluated	  as	  a	  possible	  alternative	  to	  sentinel	  lymph	  node	  biopsy.	  	  A	  systematic	  review	  and	  meta-­‐analysis	  were	  conducted	  to	  evaluate	  the	  diagnostic	  accuracy	  and	  adverse	  events	  associated	  with	  MRI	  for	  assessment	  of	  axillary	  metastases	  in	  early	  stage	  newly	  diagnosed	  breast	  cancer	  patients.	  	  Sensitivity	  and	  specificity	  of	  sentinel	  lymph	  node	  biopsy	  is	  reported	  at	  93-­‐95%	  and	  100%,	  respectively[126,	  127].	  	  Studies	  reviewed	  evaluated	  gadolinium	  enhanced	  MRI	  (3),	  ultrasmall	  super-­‐paramagnetic	  iron	  oxide	  (USPIO)-­‐enhanced	  MRI	  (5)	  and	  1HMRS	  (1).	  	  USPIO-­‐enhanced	  MRI	  produced	  the	  highest	  estimates	  with	  a	  pooled	  sensitivity	  and	  specificity	  of	  98%	  and	  96%.	  	  These	  figures	  were	  similar	  to	  published	  estimates	  for	  sentinel	  lymph	  node	  biopsy.	  	  Gadolinium-­‐enhanced	  MRI	  produced	  a	  sensitivity	  of	  88%	  and	  specificity	  of	  73%,	  while	  MRS	  demonstrated	  65%	  and	  100%	  sensitivity	  and	  specificity	  respectively	  (although	  MRS	  data	  was	  based	  on	  a	  single	  study).	  	  This	  study	  concluded	  that	  replacing	  sentinel	  lymph	  node	  biopsy	  with	  noninvasive	  imaging	  techniques	  at	  this	  time	  would	  result	  in	  missed	  metastases	  due	  to	  the	  lower	  sensitivity	  and	  more	  false	  positive	  cases	  due	  to	  the	  lower	  specificity.	  	  	  	  
Regional	  metastasis	  in	  prostate	  neoplasia	  and	  melanoma	  	   Heijmink,	  et	  al[128]	  evaluated	  MRS	  using	  external	  surface	  coils	  at	  3T	  in	  a	  clinical	  patient	  with	  prostate	  cancer	  and	  regional	  lymph	  node	  metastasis.	  	  These	  results	  were	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compared	  to	  results	  from	  subsequent	  histopathological	  analysis	  of	  systematic	  transrectal	  ultrasound-­‐guided	  or	  CT-­‐guided	  biopsy	  of	  the	  lymph	  node	  and	  prostate.	  	  Low	  citrate	  and	  high	  choline	  signals	  were	  observed	  in	  both	  the	  prostate	  and	  a	  signal	  of	  choline-­‐containing	  compounds	  was	  identified	  in	  the	  lymph	  node.	  	   Research	  performed	  by	  Stretch	  et.	  al[129]	  used	  MRS	  to	  evaluate	  lymph	  node	  fine	  needle	  aspirate	  biopsy	  specimens	  from	  patients	  with	  melanoma.	  	  Samples	  were	  obtained	  from	  118	  biopsy	  samples	  from	  77	  patients,	  and	  histopathologic	  analysis	  was	  correlated	  with	  the	  MRS	  data.	  	  Samples	  were	  collected	  via	  a	  ‘single	  cortical	  puncture	  followed	  by	  multiple	  passes	  through	  each	  quarter	  of	  the	  specimen	  using	  a	  25-­‐gauge	  needle	  attached	  to	  a	  3mL	  plastic	  syringe.’	  	  Histopathology	  established	  that	  56	  specimens	  contained	  metastatic	  melanoma	  and	  62	  samples	  were	  benign.	  	  The	  presence	  of	  metastatic	  melanoma	  in	  lymph	  nodes	  was	  predicted	  with	  a	  sensitivity	  of	  92.9%,	  specificity	  of	  90.0%,	  and	  accuracy	  of	  91.5%.	  	  Results	  indicated	  that	  there	  is	  potential	  for	  sentinel	  lymph	  node	  staging	  of	  melanoma	  without	  surgical	  biopsy	  and	  histopathologic	  evaluation.	  	  The	  same	  research	  group	  had	  previously	  proven	  that	  metastatic	  melanoma	  could	  be	  detected	  in	  excised	  lymph	  nodes	  by	  a	  simple	  measurement	  of	  the	  relative	  intensities	  of	  the	  two	  broad	  resonances	  from	  lipid/metabolite	  compounds	  and	  choline-­‐containing	  compounds[130].	  	  
Choline	  as	  a	  clinical	  response	  indicator	  The	  tCho	  peak	  can	  be	  used	  not	  only	  for	  the	  diagnosis	  and	  grading	  of	  malignancy,	  but	  also	  to	  assess	  tumor	  response	  to	  therapy	  (chemotherapy,	  radiation,	  etc.).	  	  In	  vivo	  studies	  typically	  focus	  on	  Cho	  and	  Lac	  resonances	  as	  markers	  for	  cell	  proliferation	  and	  glycolysis,	  respectively[5].	  	  Monitoring	  therapeutic	  efficacy	  is	  essential	  in	  the	  management	  of	  cancer	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patients.	  	  Clinical	  response	  assessment	  is	  generally	  based	  on	  bi-­‐directional	  measurements	  of	  tumor	  size	  using	  CT	  or	  glycolytic	  activity	  using	  FDG	  PET.	  	  Anatomical	  information	  alone	  may	  not	  always	  be	  an	  accurate	  or	  complete	  measure	  of	  response.	  	  As	  malignant	  lesions	  exhibit	  altered	  metabolism	  compared	  to	  normal	  tissues,	  this	  has	  lead	  to	  the	  investigation	  of	  functional	  medical	  imaging	  modalities	  (such	  as	  MRS)	  as	  a	  method	  of	  monitoring	  tumor	  metabolism.	  	  	  	  Choline	  resonances	  have	  been	  evaluated	  as	  a	  biomarker	  for	  response	  to	  anticancer	  therapies,	  and	  changes	  in	  choline	  levels	  have	  been	  associated	  with	  positive	  response	  of	  cancers	  in	  animal	  models	  and	  in	  clinical	  patients[28,	  51,	  131].	  	  In	  early	  studies,	  
31P	  spectroscopy	  was	  used	  to	  study	  changes	  in	  phosphorylated	  metabolites,	  in	  particular	  cell	  membrane	  precursors	  phosphoethanolamine	  (PE)	  and	  phosphocholine	  (PC).	  	  Differential	  spectral	  changes	  as	  a	  function	  of	  subsequent	  chemotherapeutic	  response	  were	  reported	  for	  a	  range	  of	  cancers,	  including	  non-­‐Hodgkin’s	  lymphoma	  (NHL),	  sarcoma,	  and	  breast	  carcinoma[132,	  133].	  	  	  
	  
Breast	  cancer	  response	  assessment:	  	  In	  vivo	  MRS	  has	  been	  used	  to	  measures	  changes	  in	  the	  tumor	  total	  choline	  resonance	  in	  response	  to	  breast	  cancer	  therapy.	  	  A	  strong	  correlation	  between	  tumor	  response	  to	  neoadjuvant	  chemotherapy	  and	  a	  disappearance	  or	  reduction	  of	  the	  tCho	  signal	  has	  been	  reported[51].	  	  Post	  treatment	  reductions	  of	  tCho	  were	  observed	  in	  89%	  of	  patients,	  and	  80%	  of	  tCho	  changes	  were	  in	  agreement	  with	  the	  tumor	  response.	  	  	  Response	  of	  the	  tCho	  peak	  to	  neoadjuvant	  breast	  cancer	  therapy	  was	  measured	  at	  high-­‐field	  4T,	  and	  at	  24	  hours	  post-­‐treatment	  a	  significant	  positive	  correlation	  was	  determined	  between	  the	  change	  in	  tCho	  and	  the	  change	  in	  tumor	  size	  (p=0.001).	  	  There	  was	  also	  a	  significant	  difference	  between	  responders	  and	  nonresponders	  (p=0.007).	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Detecting	  nonresponse	  early	  on	  in	  the	  therapeutic	  regimen	  could	  allow	  for	  changing	  to	  a	  more	  productive	  mode	  of	  therapy,	  possibly	  avoiding	  unnecessary	  side	  effects.	  	  In	  a	  clinical	  study,	  Jagannathan	  et	  al.	  found	  that	  Cho	  was	  reduced	  or	  absent	  in	  89%	  of	  breast	  cancer	  patients	  after	  neoadjuvant	  chemotherapy[51].	  Multiple	  studies	  have	  found	  MRS	  to	  be	  predictive	  of	  response.	  	  Elevated	  PCho	  has	  been	  associated	  with	  degree	  of	  metastatic	  potential	  in	  malignant	  cell	  lines	  using	  MRS	  [134].	  	  In	  a	  study	  by	  Meisamy	  et.	  al	  (2004)	  it	  was	  found	  that	  a	  reduction	  in	  Cho	  24	  hours	  post-­‐treatment	  was	  predictive	  of	  objective	  response	  to	  neoadjuvant	  chemotherapy	  with	  doxorubicin,	  and	  that	  the	  fractional	  change	  in	  Cho	  at	  24	  hours	  was	  strongly	  correlated	  with	  the	  change	  in	  lesion	  diameter	  after	  four	  cycles	  of	  treatment[131].	  	  Tozaki	  et.	  al	  also	  correlated	  the	  change	  in	  the	  Cho	  integral	  value	  with	  the	  peak	  SUV	  of	  18FDG	  in	  the	  time	  course	  of	  chemotherapy	  in	  breast	  cancer	  patients[135],	  thus	  offering	  MRS	  as	  an	  alternative	  to	  sequential	  PET	  imaging.	  	  
Choline	  detection	  and	  MR	  contrast	  agents	  There	  is	  contradicting	  evidence	  in	  the	  literature	  regarding	  choline	  quantitation	  pre	  and	  post	  contrast	  administration.	  	  In	  some	  reports,	  the	  presence	  of	  MRI	  contrast	  agents	  cause	  changes	  in	  Cho	  signal	  estimations	  due	  to	  differential	  relaxation	  of	  the	  signal.	  	  Sijens	  et	  al.	  observed	  reduced	  Cho	  signal	  in	  brain	  tumors	  after	  contrast	  administration[136],	  whereas	  Lin	  et	  al.	  observed	  elevated	  Cho/Cr	  ratio	  at	  short	  TE	  in	  the	  presence	  of	  gadolinium[137].	  	  Yeung	  et	  al.	  found	  persistently	  elevated	  choline	  levels	  in	  metastatic	  lymph	  nodes	  after	  contrast	  administration[52].	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In	  a	  recent	  2009	  study	  evaluating	  the	  effect	  of	  contrast	  agents	  on	  MRS-­‐measured	  Cho	  signals,	  it	  was	  found	  that	  the	  use	  of	  negatively-­‐charged	  chelates	  (Magnevist,	  MultiHance,	  and	  Dotarem)	  may	  lead	  to	  an	  underestimation	  of	  the	  levels	  of	  Cho	  present	  in	  human	  breast	  cancers.	  	  The	  Cho	  peak	  was	  broadened	  in	  phantoms	  and	  peak	  area	  was	  reduced	  by	  an	  average	  of	  40%	  in	  vivo	  (rat	  model	  for	  human	  breast	  cancer).	  	  Neutral	  chelates	  evaluated	  (Omniscan,	  Optimark,	  and	  ProHance)	  did	  not	  significantly	  influence	  choline	  content	  in	  phantoms	  or	  in	  vivo.	  	  The	  same	  study	  recommended	  the	  use	  of	  neutral	  chelates	  in	  MRI/MRS	  studies	  of	  the	  breast	  to	  minimize	  loss	  of	  Cho	  signal[138].	  	  A	  2011	  in	  vivo	  study	  by	  Baltzer	  et	  al	  [139]	  compared	  ionic	  (Magnevist)	  and	  neutral	  (Omniscan)	  contrasts	  at	  the	  same	  concentration	  of	  0.1mmol/kg	  of	  bodyweight,	  and	  all	  scans	  were	  performed	  10-­‐12	  minutes	  post-­‐administration.	  	  Significantly	  (45%)	  lower	  tCho	  signal	  intensity	  was	  reported	  in	  women	  who	  were	  administered	  ionic	  contrast,	  which	  is	  in	  agreement	  with	  the	  above	  2009	  study	  by	  Lenkinski	  et	  al.	  	  
Lymph	  node	  imaging	  in	  veterinary	  medicine	  	   Ultrasound	  provides	  real-­‐time	  imaging	  of	  soft	  tissue	  structures,	  is	  noninvasive,	  is	  available	  in	  many	  veterinary	  hospitals,	  and	  is	  routinely	  used	  to	  evaluate	  both	  abdominal	  and	  peripheral	  lymph	  nodes.	  	  Criteria	  such	  as	  nodal	  size,	  shape,	  margin,	  echogenicity,	  echotexture,	  and	  vascular	  flow	  can	  be	  easily	  evaluated.	  	  The	  normal	  ultrasonographic	  appearance	  (with	  and	  without	  contrast	  enhancement)	  of	  both	  canine	  and	  feline	  lymph	  nodes	  has	  been	  described[140-­‐143].	  	  Generally,	  normal	  lymph	  nodes	  should	  have	  a	  uniform	  echogenicity	  and	  be	  isoechoic	  to	  slightly	  hyperechoic	  to	  its	  surroundings,	  while	  an	  abnormal	  lymph	  node	  can	  be	  described	  as	  nonuniform	  and	  either	  hypoechoic	  or	  anechoic.	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The	  shape	  of	  normal	  lymph	  nodes	  is	  described	  as	  slender	  (longer	  in	  length	  than	  thickness),	  while	  abnormal	  lymph	  nodes	  have	  rounded	  edges	  with	  irregular	  margins.	  	  Primary	  malignant	  and	  secondary	  metastatic	  superficial	  lymph	  nodes	  tend	  to	  be	  round,	  with	  a	  short	  to	  long	  (S/L)	  axis	  ratio	  >0.7,	  whereas	  normal	  or	  reactive	  superficial	  nodes	  usually	  are	  oval	  in	  shape[144-­‐146].	  	  Malignant	  nodes	  were	  found	  to	  be	  rounder	  than	  normal	  nodes	  and	  lymph	  nodes	  with	  lymphoma	  in	  remission,	  and	  the	  echo	  pattern	  was	  more	  often	  heterogeneous	  in	  the	  malignant	  group	  compared	  with	  the	  normal	  and	  remission	  nodes[143].	  	   Doppler	  ultrasonography	  is	  used	  to	  demonstrate	  the	  amount,	  distribution,	  and	  architecture	  of	  blood	  vessels	  within	  the	  lymph	  node.	  	  Normal	  vascular	  structures	  are	  characterized	  by	  the	  development	  of	  an	  orderly	  arrangement	  of	  branching	  arteries.	  	  Normal	  lymph	  nodes	  have	  hilar	  vascularity	  or	  appear	  avascular,	  while	  reactive	  nodes	  tend	  to	  have	  prominent	  hilar	  vascularity	  because	  of	  an	  increase	  in	  vessel	  diameter	  and	  blood	  flow.	  	  Metastatic	  lymph	  nodes	  often	  have	  a	  peripheral	  perfusion	  pattern	  due	  to	  the	  initial	  deposition	  of	  tumor	  cells	  in	  the	  marginal	  and	  medullary	  sinuses.	  	  Aberrant	  feeder	  vessels	  are	  induced	  in	  the	  periphery	  of	  the	  lymphoid	  tumor	  via	  angiogenesis[140,	  147].	  	  Characteristic	  vessel	  morphology	  that	  may	  be	  detected	  by	  ultrasound	  and	  thereby	  enable	  a	  presumptive	  diagnosis	  of	  malignancy	  includes:	  irregular	  vessel	  diameters,	  branching	  patterns,	  intervascular	  shunts,	  and	  blind-­‐ending	  vessels.	  	  In	  a	  study	  of	  318	  peripheral	  lymph	  nodes,	  it	  was	  found	  that	  96%	  of	  normal	  nodes	  and	  88%	  of	  reactively	  enlarged	  nodes	  had	  a	  perfused	  hilar	  region	  compared	  with	  12%	  in	  metastatic	  nodes.	  	  Peripheral	  perfusion	  was	  noted	  in	  39%	  of	  metastatic	  nodes	  but	  only	  1	  of	  197	  benign	  nodes.	  	  Sixty-­‐eight	  percent	  of	  lymphoma	  nodes	  and	  50%	  of	  metastatic	  nodes	  had	  a	  mixed	  hilar	  and	  peripheral	  flow,	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compared	  with	  5%	  of	  benign	  nodes.	  	  Lack	  of	  perfusion	  was	  noted	  in	  some	  metastases	  (11%),	  thus	  malignant	  nodes	  lacking	  perfusion	  are	  difficult	  to	  distinguish	  from	  benign	  nodes[146].	  	   Contrast-­‐enhanced	  ultrasonography	  has	  also	  been	  paired	  with	  power	  Doppler	  to	  identify	  vascular	  and	  perfusion	  characteristics	  in	  11	  peripheral	  lymphoma	  nodes[148].	  	  Contrast-­‐specific	  harmonic	  imaging	  doubles	  the	  amount	  of	  secondary	  and	  tertiary	  branching	  vessels	  detected	  within	  superficial	  nodes.	  	  Angioarchitecture	  suggestive	  of	  malignancy	  found	  in	  this	  study	  was	  displacement	  of	  the	  central	  hilar	  vessel	  (46%),	  presence	  of	  aberrant	  vessels	  (46%),	  presence	  of	  pericapsular	  vessels	  (64%),	  and	  presence	  of	  subcapsular	  vessels	  (36%).	  	  Eighteen	  percent	  of	  lymphoma	  nodes	  in	  this	  study	  contained	  areas	  of	  hypoperfusion	  that	  may	  correspond	  to	  areas	  of	  ischemia,	  necrosis	  or	  thromboembolic	  disease.	  	  Contrast-­‐enhanced	  ultrasound	  has	  also	  been	  used	  to	  successfully	  in	  the	  guidance	  of	  core	  biopsy	  from	  the	  normal	  sentinel	  lymph	  nodes	  draining	  the	  mammary	  glands	  in	  healthy	  dogs[149].	  	  Further	  research	  is	  needed	  to	  evaluate	  whether	  this	  technique	  may	  be	  applicable	  to	  patient	  with	  mammary	  carcinoma	  or	  other	  conditions	  warranting	  evaluation	  of	  sentinel	  lymph	  nodes	  in	  animals.	  	   Computed	  tomography	  has	  been	  used	  to	  evaluate	  normal	  cranial	  and	  upper	  cervical	  lymph	  nodes	  in	  the	  dog[150].	  	  Compared	  to	  surrounding	  muscle	  tissue,	  normal	  lymph	  nodes	  were	  slightly	  hypodense	  and	  had	  a	  homogenous	  parenchyma.	  	  Mandibular	  and	  retropharyngeal	  lymph	  nodes	  were	  consistently	  identified	  and	  morphology	  easily	  evaluated.	  	  The	  parotid	  lymph	  node	  was	  inconsistently	  identified	  due	  to	  the	  lack	  of	  tissue	  contrast	  at	  the	  lymph	  node-­‐gland	  interface.	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  CT	  has	  also	  been	  evaluated	  in	  conjunction	  with	  indirect	  lymphography	  for	  visualization	  of	  mammary	  lymphatic	  vessels	  and	  the	  sentinel	  lymph	  node	  in	  normal	  cats[151].	  	  CT-­‐indirect	  lymphography	  was	  compared	  with	  radiographic	  indirect	  lymphography	  in	  each	  examined	  gland.	  	  Results	  suggested	  that	  radiographic	  indirect	  lymphography	  is	  easy	  to	  perform	  and	  can	  be	  used	  for	  accurate	  demonstration	  of	  the	  draining	  lymphatic	  pathways	  of	  mammary	  glands	  in	  radiographs	  made	  at	  5-­‐30min	  after	  injection.	  	  However,	  CT-­‐indirect	  lymphography	  was	  able	  to	  better	  demonstrate	  small	  lymphatic	  vessels	  and	  accurately	  define	  the	  exact	  topography	  of	  the	  sentinel	  lymph	  node	  in	  images	  acquired	  at	  1min	  after	  injection.	  	  This	  visualization	  of	  the	  connection	  of	  the	  sentinel	  lymph	  node	  with	  its	  afferent	  lymphatic	  vessel	  is	  of	  value	  for	  determining	  the	  true	  sentinel	  lymph	  node,	  even	  when	  the	  subsequent	  distal	  lymph	  nodes	  become	  enhanced	  due	  to	  spillover	  of	  injected	  contrast	  medium.	  	  The	  lymph	  node	  with	  the	  highest	  concentration	  of	  injected	  material	  is	  not	  necessarily	  the	  sentinel	  lymph	  node.	  	   Magnetic	  resonance	  imaging	  has	  also	  been	  used	  to	  evaluate	  lymph	  nodes	  of	  veterinary	  patients.	  	  The	  MR	  appearance	  of	  normal	  head	  and	  neck	  lymph	  nodes	  has	  been	  described	  by	  Kneissl	  and	  Probst[152]	  at	  low	  field	  (0.23T)	  on	  91	  dogs.	  	  Compared	  with	  muscle	  tissue,	  presumed	  normal	  lymph	  nodes	  had	  a	  homogenous,	  isointense	  signal	  in	  T1-­‐weighted	  and	  a	  hyperintense	  signal	  in	  T2-­‐weighted	  and	  IR-­‐FSE	  studies.	  	  Compared	  with	  surrounding	  fat,	  lymph	  nodes	  were	  hypointense	  in	  T1	  images	  and	  isointense	  in	  T1-­‐weighted	  images	  after	  IV	  contrast	  medium	  administration.	  	  In	  T2-­‐weighted	  images,	  lymph	  nodes	  were	  slightly	  hypointense	  to	  surrounding	  fat.	  	  	  	   Lee	  et.	  al[153]	  evaluated	  the	  accuracy	  of	  contrast-­‐enhanced	  MR	  imaging	  for	  the	  detection	  of	  lymph	  node	  metastases	  in	  a	  rabbit	  head	  and	  neck	  cancer	  model.	  	  Tumor	  cells	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were	  inoculated	  into	  the	  auricles	  of	  six	  New	  Zealand	  white	  rabbits,	  and	  T1	  weighted	  MR	  images	  were	  obtained	  before	  and	  after	  injection	  of	  gadopentetate	  dimeglumine	  at	  three	  weeks	  after	  tumor	  cell	  inoculation.	  	  The	  sizes,	  signal	  intensity	  ratios,	  and	  enhancement	  patterns	  of	  36	  regional	  lymph	  nodes	  (parotid	  and	  caudal	  mandibular	  nodes)	  were	  evaluated	  on	  MR	  images	  and	  then	  compared	  with	  histopathologic	  findings.	  	  No	  statistical	  difference	  was	  found	  between	  the	  sizes	  of	  12	  metastatic	  and	  24	  hyperplastic	  lymph	  nodes.	  	  On	  contrast-­‐enhanced	  T1-­‐weighted	  images,	  nine	  metastatic	  and	  four	  hyperplastic	  nodes	  had	  peripheral	  high	  and	  centrally	  low	  signal	  intensity,	  whereas	  three	  metastatic	  and	  20	  hyperplastic	  nodes	  had	  homogeneous	  high	  signal	  intensity.	  	  The	  centrally	  low	  signal	  intensity	  on	  contrast	  enhanced	  T1w	  sequences	  was	  histologically	  related	  to	  nodal	  necrosis.	  	  Using	  a	  signal	  intensity	  ratio	  less	  than	  one	  as	  a	  diagnostic	  criterion	  for	  a	  metastatic	  node,	  the	  sensitivity,	  specificity,	  PPV	  and	  NPV	  of	  the	  enhanced	  MRI	  images	  were	  75%	  (9/12),	  83%	  (20/24),	  69%	  (9/13),	  and	  87%	  (20/23).	  	  This	  study	  confirms	  that	  metastatic	  and	  hyperplastic	  lymph	  nodes	  can	  be	  differentiated	  using	  MR	  images	  on	  the	  basis	  of	  the	  contrast	  uptake	  patterns,	  but	  not	  on	  any	  particular	  size	  criteria.	  	  Advanced	  cancer	  imaging	  in	  veterinary	  medicine	  	  In	  recent	  years,	  veterinary	  medicine	  has	  made	  a	  move	  toward	  advanced	  imaging	  of	  cancer	  patients,	  and	  research	  describing	  whole	  body	  magnetic	  resonance	  imaging	  and	  PET/CT	  protocols[154,	  155]	  for	  the	  screening	  and/or	  monitoring	  of	  cancer	  patients	  have	  been	  developed.	  	  In	  previous	  years,	  cancer	  staging	  has	  traditionally	  included	  an	  abdominal	  ultrasound	  (with	  fine	  needle	  aspirates	  of	  any	  altered	  organs)	  and	  three	  view	  thoracic	  radiographs.	  	  In	  fact,	  disease	  detection,	  staging	  and	  clinical	  management	  of	  lymphoma	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cases	  are	  largely	  based	  on	  ultrasound	  assessment[156].	  	  Nevertheless,	  these	  imaging	  modalities	  have	  limitations	  in	  terms	  of	  accurate	  staging,	  as	  small	  lymph	  nodes	  may	  harbor	  neoplastic	  cells	  and	  large	  lymph	  nodes	  may	  be	  simply	  reactive	  rather	  than	  infiltrated.	  	  Relapse	  is	  most	  often	  detected	  by	  re-­‐enlargement	  of	  lymph	  nodes	  or	  return	  of	  clinical	  signs,	  at	  which	  point	  significant	  tumor	  volume	  has	  developed.	  	  Early	  detection	  of	  relapse	  would	  permit	  earlier	  intervention,	  which	  may	  result	  in	  longer	  response	  duration	  and	  improved	  outcome[157].	  PET-­‐CT	  has	  expanded	  the	  possibilities	  of	  imaging	  of	  NHL	  in	  human	  patients,	  as	  it	  has	  a	  superior	  specificity	  and	  sensitivity	  in	  detecting	  nodal	  and	  extra-­‐nodal	  tumor	  involvement	  compared	  to	  that	  of	  conventional	  CT	  scans.	  	  Although	  PET	  is	  not	  yet	  routinely	  used	  in	  the	  staging	  process	  for	  veterinary	  oncology	  patients	  (due	  to	  expense	  and	  availability),	  the	  modality	  holds	  promise	  for	  the	  future.	  	  Recently,	  the	  proliferation	  marker	  3’-­‐deoxy-­‐3’	  (18F)	  fluorothymidine	  has	  proved	  useful	  in	  detecting	  lymphoma	  recurrence	  prior	  to	  clinical	  relapse	  in	  dogs[157].	  	  In	  this	  study,	  nine	  dogs	  with	  non-­‐Hodgkin’s	  lymphoma	  were	  evaluated	  prior	  to	  cytotoxic	  chemotherapy,	  and	  the	  intent	  was	  to	  repeat	  imaging	  at	  various	  time	  points	  (two	  dogs	  did	  not	  undergo	  repeat	  PET/CT).	  	  Eight	  dogs	  had	  initially	  increased	  FLT	  uptake	  (SUVmax=9.8).	  	  Mean	  SUV	  decreased	  significantly	  for	  the	  seven	  dogs	  that	  underwent	  follow-­‐up	  PET/CT	  following	  chemotherapy.	  	  Increased	  uptake	  preceded	  clinical	  and	  cytological	  evidence	  of	  relapse	  in	  two	  dogs.	  	  	  In	  a	  study	  evaluating	  18FDG-­‐PET	  and	  canine	  patients	  with	  lymphoma	  and	  mast	  cell	  neoplasia,	  both	  tumors	  were	  characterized	  by	  avidity	  for	  18FDG.	  	  In	  patients	  with	  lymphoma,	  the	  radiotracer	  correctly	  identified	  involvement	  of	  superficial	  and	  internal	  lymph	  nodes,	  liver,	  and	  spleen.	  	  Repeated	  PET	  scans	  after	  induction	  of	  chemotherapy	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demonstrated	  resolution	  of	  abnormal	  18FDG	  uptake	  within	  these	  sites.	  	  In	  dogs	  with	  mast	  cell	  neoplasia,	  PET	  correctly	  identified	  MCT	  metastasis	  to	  regional	  lymph	  nodes	  in	  all	  dogs	  in	  which	  this	  was	  suspected	  or	  confirmed	  with	  cytology	  or	  biopsy	  prior	  to	  the	  scan.	  	  In	  two	  dogs,	  additional	  sites	  of	  mast	  cell	  disease	  were	  identified	  that	  were	  undetected	  on	  physical	  exam	  and/or	  regional	  lymph	  node	  cytology.	  
	  
Whole	  body	  MRI:	  	  Advanced	  imaging	  techniques	  utilizing	  magnetic	  resonance	  imaging	  have	  yet	  to	  be	  fully	  explored	  in	  the	  staging	  of	  cancer	  in	  veterinary	  medicine.	  	  Whole	  body	  MRI	  for	  the	  purposes	  of	  cancer	  screening	  is	  well	  described	  in	  the	  human	  literature.	  	  Whole	  body	  MR	  is	  superior	  to	  CT	  and	  scintigraphy	  in	  the	  detection	  of	  bone	  marrow,	  skeletal,	  and	  liver	  malignancies	  as	  well	  as	  extra-­‐hepatic	  abdominal	  metastases[158-­‐164].	  	  A	  recent	  study	  in	  human	  literature	  found	  that	  whole	  body	  MRI	  utilizing	  diffusion-­‐weighted	  imaging	  enhanced	  lesion	  conspicuity	  and	  improved	  diagnostic	  accuracy	  in	  patients	  with	  lymphoma,	  significantly	  increasing	  the	  diagnostic	  sensitivity	  of	  the	  modality.	  	  Authors	  speculated	  with	  technical	  optimization,	  whole-­‐body	  MRI	  with	  DWI	  may	  potentially	  be	  a	  useful,	  nonionizing	  alternative	  to	  PET/CT	  in	  the	  management	  of	  lymphoma[165].	  	  Whole	  body	  MRI	  has	  also	  been	  described	  an	  alternative	  to	  FDG-­‐PET/CT	  in	  malignant	  diseases	  in	  children,	  and	  has	  shown	  excellent	  sensitivity	  (96%)[166].	  	  	  A	  study	  evaluating	  the	  feasibility	  of	  whole	  body	  MRI	  in	  veterinary	  cancer	  staging	  was	  published	  in	  2007	  by	  Kraft	  et.	  al[154].	  	  Using	  a	  1.5T	  magnet,	  four	  normal	  Beagles	  were	  evaluated	  using	  three	  large,	  overlapping	  fields	  of	  view	  and	  standard	  MR	  sequences	  to	  visualize	  the	  entire	  body.	  	  Sagittal	  and	  dorsal	  imaging	  planes	  were	  compared.	  	  Exam	  time,	  image	  quality,	  organ	  visibility	  and	  signal	  intensity	  were	  evaluated.	  	  After	  a	  standard	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protocol	  was	  established,	  whole	  body	  MR	  imaging	  was	  done	  on	  10	  dogs	  with	  cancer.	  	  Total	  examination	  times	  were	  60-­‐75	  minutes,	  and	  image	  quality	  was	  sufficient	  for	  all	  known	  lesions	  (including	  mass	  lesions,	  pulmonary	  infiltrates,	  and	  lympadenomegaly).	  	  Skeletal	  detail	  was	  sufficient	  to	  visualize	  known	  neoplastic	  lesions	  of	  the	  appendicular	  skeleton,	  yet	  was	  suboptimal	  because	  of	  the	  large	  field	  of	  view	  and	  the	  use	  of	  the	  body	  coil.	  	  Continued	  modifications	  of	  a	  whole	  body	  MR	  protocol	  in	  conjunction	  with	  technical	  improvements	  in	  MRI	  will	  further	  increase	  its	  potential	  for	  veterinary	  cancer	  imaging.	  
	  
Veterinary	  MRS:	  Magnetic	  resonance	  spectroscopy	  has	  not	  been	  described	  thus	  far	  as	  an	  advanced	  imaging	  tool	  to	  advance	  cancer	  staging	  in	  companion	  animals.	  	  Papers	  within	  the	  currently	  literature	  utilize	  MRS	  as	  a	  complement	  to	  evaluate	  the	  normal	  canine	  brain	  at	  3T	  and	  7T[167],	  evaluate	  changes	  to	  brain	  metabolites	  as	  influenced	  by	  different	  anesthetic	  agents[168],	  and	  evaluate	  ischemic	  cerebral	  infarcts	  in	  iatrogenically	  induced	  vascular	  events[169].	  	  	  The	  study	  evaluating	  the	  canine	  brain	  at	  different	  field	  strengths	  found	  that	  MRS	  in	  a	  clinical	  3.0T	  scanner	  using	  an	  8-­‐channel	  phased	  array	  extremity	  coil	  is	  an	  effective	  method	  to	  study	  the	  concentration	  of	  brain	  metabolites.	  	  Spectra	  acquired	  at	  7.0T	  were	  only	  successfully	  acquired	  in	  2/4	  patients,	  with	  difficulties	  likely	  attributable	  to	  inefficient	  water	  suppression	  at	  the	  higher	  magnetic	  field	  strength.	  	  Metabolites	  recorded	  in	  the	  canine	  brain	  included	  NAA,	  Cho,	  and	  Cr.	  When	  the	  canine	  brain	  was	  evaluated	  with	  serial	  MRS	  (at	  1.5T)	  after	  occlusion	  of	  the	  middle	  cerebral	  artery,	  reduced	  levels	  of	  NAA,	  choline,	  creatine	  and	  myo-­‐inositol	  and	  marked	  increased	  lactate	  were	  found	  three	  days	  after	  the	  stroke.	  	  At	  10	  days	  after	  the	  stroke,	  the	  levels	  of	  lactate	  significantly	  increased,	  but	  the	  other	  metabolites	  were	  only	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partially	  elevated.	  	  The	  changes	  of	  Cr,	  Cho,	  and	  myo-­‐inositiol	  were	  not	  statistically	  significant	  overall	  when	  the	  before	  and	  after	  stroke	  values	  were	  compared.	  This	  literature	  view	  has	  explored	  the	  many	  uses	  for	  magnetic	  resonance	  spectroscopy	  in	  human	  medicine,	  and	  has	  justified	  its	  usage	  in	  veterinary	  patients	  to	  further	  the	  cancer	  staging	  process.	  	  Choline	  resonances	  are	  elevated	  across	  tumor	  types	  as	  well	  as	  in	  metastatic	  lymph	  nodes.	  	  MR	  spectroscopy	  can	  provide	  veterinary	  oncologists	  with	  additional	  information	  regarding	  the	  metabolic	  profile	  or	  ‘activity’	  of	  regional	  lymph	  nodes,	  and	  with	  future	  research	  may	  be	  a	  noninvasive	  replacement	  for	  tissue	  biopsies.	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CHAPTER	  2	  	  1H	  MAGNETIC	  RESONANCE	  SPECTROSCOPY:	  A	  REVIEW	  OF	  THE	  CURRENT	  LITERATURE	  AND	  ITS	  POTENTIAL	  UTILITY	  IN	  VETERINARY	  ONCOLOGY	  	  Katherine	  Lynch,	  Robert	  O’Brien	  	  This	  manuscript	  is	  published	  online	  in	  The	  Veterinary	  Journal	  	  (Feb.	  26,	  	  2014)	  	  
Introduction	  Magnetic	  resonance	  imaging	  (MRI)	  is	  widely	  used	  in	  veterinary	  medicine	  to	  critically	  evaluate	  soft	  tissue	  structures	  and	  further	  characterize	  anatomic	  anomalies	  in	  disease	  states.	  	  Magnetic	  resonance	  spectroscopy	  (MRS)	  is	  a	  non-­‐invasive	  and	  non-­‐ionizing	  technique	  based	  on	  fundamental	  nuclear	  magnetic	  resonance	  principles,	  which	  is	  used	  to	  gain	  metabolic	  information	  from	  tissues	  of	  interest.	  MRS	  is	  well	  described	  in	  the	  human	  medical	  literature	  and	  is	  most	  frequently	  employed	  to	  evaluate	  tissues	  with	  questionable	  malignant	  transformation.	  MRS	  allows	  detection	  of	  relatively	  small	  molecules,	  typically	  in	  concentrations	  of	  0.5-­‐10	  mM.	  	  MRS	  spectra	  supply	  information	  on	  metabolic	  pathways,	  which	  makes	  MRS	  a	  suitable	  technique	  to	  monitor	  the	  metabolic	  changes	  associated	  with	  disease	  and	  during	  the	  course	  of	  treatment.	  Differentiation	  of	  neoplastic	  tissue	  from	  surrounding	  normal	  tissue	  is	  dependent	  on	  variations	  in	  cellular	  metabolism.	  Studies	  have	  been	  performed	  in	  patients,	  as	  well	  as	  ex	  vivo	  on	  tissue	  biopsies	  and	  fine	  needle	  aspirate	  samples.	  	  	  	  Proton	  MRS	  (1H	  MRS)	  is	  the	  focus	  of	  this	  review	  and	  is	  the	  most	  commonly	  evaluated	  nucleus	  in	  clinical	  studies	  (McIntyre	  et	  al.,	  2012;	  van	  der	  Graaf,	  2010),	  as	  the	  hydrogen	  nucleus	  is	  abundant	  and	  standard	  MRI	  systems	  can	  acquire	  1H	  MRS	  spectral	  data	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with	  traditional	  pulse	  sequences.	  Other	  nuclei	  can	  also	  be	  evaluated	  (31P,	  13C,	  19F,	  23Na,	  2H),	  although	  these	  require	  specialized	  coils	  and	  transmitters	  capable	  of	  a	  wide	  range	  of	  frequencies.	  1H	  MRS	  can	  detect	  a	  large	  number	  of	  endogenous	  metabolites	  such	  as	  N-­‐acetyl	  aspartate	  (NAA),	  creatine	  (Cr),	  and	  choline	  (Cho).	  The	  Cho	  metabolite	  is	  generally	  associated	  with	  cell	  proliferation	  in	  relation	  to	  tumor	  growth	  or	  progression,	  and	  is	  routinely	  evaluated	  as	  a	  marker	  for	  malignancy	  in	  many	  different	  tissue	  types	  and	  disease	  states	  (Arias-­‐Mendoza	  et	  al.,	  2004;	  Bartella	  et	  al.,	  2006;	  Bisdas	  et	  al.,	  2007;	  Glunde	  et	  al.,	  2011;	  Heijmink	  et	  al.,	  2007;	  Sardanelli	  et	  al.,	  2009).	  	  In	  the	  past	  three	  to	  four	  decades,	  MRS	  has	  developed	  as	  a	  modality	  to	  study	  metabolism	  in	  health	  and	  disease.	  Commonly	  evaluated	  tissues	  include	  brain,	  breast,	  prostate,	  and	  suspected	  metastatic	  lymph	  nodes.	  MRS	  may	  be	  used	  to	  detect	  cancer	  at	  the	  earliest	  stages,	  prior	  to	  development	  of	  bulky	  disease	  which	  may	  worsen	  prognosis.	  The	  purpose	  of	  this	  review	  is	  to	  describe	  the	  fundamental	  physical	  principles	  of	  MRS,	  to	  discuss	  relevant	  metabolites	  evaluated	  in	  cancer	  imaging,	  and	  to	  describe	  the	  clinical	  uses	  of	  the	  modality	  with	  the	  intention	  of	  ultimately	  applying	  this	  technique	  in	  veterinary	  oncology.	  	  
Fundamentals	  of	  magnetic	  resonance	  spectroscopy	  
1H	  MRS	  is	  a	  magnetic	  resonance-­‐based	  chemical	  analytical	  technique	  that	  can	  be	  performed	  on	  any	  high	  field	  magnet	  (1.5T	  or	  higher)	  (van	  der	  Graaf,	  2010).	  	  MRS	  is	  the	  imaging	  equivalent	  of	  nuclear	  magnetic	  resonance	  (NMR)	  used	  in	  organic	  chemistry	  to	  identify	  structural	  compounds,	  except	  that	  it	  is	  performed	  on	  an	  individual	  (or	  tissue	  sample)	  as	  a	  component	  of	  a	  conventional	  MRI	  scan.	  The	  benefit	  of	  instituting	  MRS	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techniques	  during	  routine	  clinical	  MRI	  is	  the	  additional	  metabolic	  information	  obtained	  from	  the	  tissue	  of	  interest.	  	  	  	  MRI	  uses	  the	  strong	  proton	  signals	  from	  water	  and	  fat	  to	  achieve	  high-­‐resolution	  anatomical	  information,	  whereas	  spectroscopy	  employs	  the	  magnetic	  resonance	  signal	  from	  a	  variety	  of	  other	  chemical	  species	  to	  probe	  tissue	  metabolism.	  The	  net	  magnetic	  field	  experienced	  by	  a	  nucleus	  is	  a	  sum	  of	  the	  field	  applied	  to	  the	  tissue	  and	  the	  much	  smaller	  fields	  generated	  by	  the	  electrons	  surrounding	  the	  nucleus.	  These	  additional	  fields	  alter	  the	  precession	  frequency	  (Larmor	  frequency)	  of	  the	  nucleus	  by	  a	  small	  fraction	  known	  as	  the	  chemical	  shift	  that	  varies	  depending	  on	  the	  chemical	  environment	  surrounding	  an	  individual	  nucleus,	  as	  different	  electronic	  distributions	  variably	  shield	  the	  nucleus	  from	  the	  main	  magnetic	  field.	  Therefore,	  the	  value	  of	  the	  chemical	  shift	  is	  characteristic	  of	  the	  molecular	  group	  in	  which	  the	  nucleus	  resides,	  and	  there	  is	  a	  consistent	  chemical	  shift	  for	  each	  metabolite.	  MRS	  seeks	  to	  exploit	  these	  small	  variations	  in	  resonance	  frequency	  to	  evaluate	  the	  chemical	  composition	  of	  a	  tissue	  of	  interest.	  The	  detected	  resonance	  signal	  is	  Fourier-­‐transformed	  to	  provide	  one	  or	  more	  peaks	  from	  each	  metabolite,	  which	  are	  then	  used	  in	  spectral	  analysis.	  	  An	  arbitrary	  scale	  has	  been	  developed	  to	  calibrate	  all	  NMR	  spectra.	  This	  is	  called	  the	  delta	  scale,	  which	  is	  measured	  in	  units	  of	  parts	  per	  million	  (ppm).	  To	  remove	  the	  field	  strength	  dependence	  of	  the	  chemical	  shifts,	  the	  shifts	  are	  reported	  in	  terms	  of	  ppm	  relative	  to	  a	  universal	  standard	  (tetramethylsilane	  or	  TMS)	  at	  0	  ppm,	  defined	  by	  the	  following	  formula:	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  Chemical	  shift	  =	  (resonance	  frequency	  of	  peak	  of	  interest	  -­‐	  resonance	  frequency	  of	  reference	  peak)/operating	  frequency	  of	  the	  spectrometer	  	   The	  frequency	  separation,	  therefore,	  increases	  with	  field	  strength,	  making	  peaks	  easier	  to	  resolve	  (sharper)	  at	  higher	  magnetic	  fields.	  Reporting	  data	  in	  ppm	  allows	  for	  direct	  comparison	  of	  chemical	  shifts	  between	  field	  strengths.	  Thus,	  as	  long	  as	  data	  obtained	  at	  1.5T	  is	  expressed	  in	  ppm,	  they	  can	  be	  applied	  to	  data	  at	  3T.	  	  	  NMR	  signals	  can	  be	  detected	  from	  many	  compounds	  present	  in	  tissue,	  as	  well	  as	  from	  endogenous	  and	  exogenous	  compounds	  that	  are	  injected,	  ingested,	  or	  inhaled.	  Measurements	  can	  be	  made	  in	  vivo	  with	  an	  appropriately	  equipped	  MRI	  scanner	  or	  acquired	  from	  ex	  vivo	  samples,	  including	  biopsies	  and	  samples	  of	  body	  fluids	  (Bourne	  et	  al.,	  2005;	  Duarte	  and	  Gil,	  2012;	  Mountford	  et	  al.,	  2001;	  Stretch	  et	  al.,	  2005).	  Clinically,	  MRS	  is	  performed	  in	  conjunction	  with	  MRI,	  which	  provides	  detailed	  resolution	  of	  soft	  tissue	  structures	  and	  ascertains	  the	  volume	  of	  interest	  for	  spectroscopy.	  Optimal	  spectral	  data	  are	  obtained	  from	  a	  volume	  of	  interest	  large	  enough	  to	  include	  the	  entirety	  of	  the	  lesion	  (thus	  increasing	  the	  overall	  signal-­‐to	  noise	  ratio	  or	  SNR)	  but	  small	  enough	  to	  exclude	  surrounding	  tissues	  which	  may	  contribute	  to	  the	  lack	  of	  homogeneity	  of	  the	  magnetic	  field	  (lipid,	  bone,	  gas-­‐tissue	  interfaces,	  etc.).	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The	  main	  difference	  in	  methodology	  between	  MRI	  and	  MRS	  is	  that	  MRI	  utilizes	  magnetic	  field	  gradients,	  which	  induce	  a	  variable	  magnetic	  field	  across	  the	  tissue	  of	  interest,	  while	  MRS	  requires	  a	  uniform	  magnetic	  field.	  MRI	  uses	  the	  resonant	  frequency	  information	  to	  deduce	  the	  spatial	  profile	  of	  the	  tissue,	  whereas	  in	  MRS	  resonant	  frequency	  information	  must	  be	  used	  for	  identification	  of	  metabolites.	  MRS	  studies	  can	  be	  limited	  to	  a	  single	  region	  of	  interest	  (single	  voxel	  spectroscopy	  or	  SVS)	  or	  can	  be	  applied	  to	  multiple	  regions	  of	  interest	  (multiple	  voxel	  spectroscopy	  or	  chemical	  shift	  imaging/CSI).	  In	  multiple	  voxel	  spectroscopy,	  data	  are	  recorded	  from	  a	  group	  of	  voxels	  in	  slices	  (2D)	  or	  by	  volume	  (3D).	  The	  results	  appear	  as	  metabolic	  maps	  or	  a	  matrix	  of	  spectra	  from	  the	  regions	  evaluated.	  	  Suppression	  of	  the	  water	  signal	  must	  be	  performed	  during	  each	  MRS	  study	  in	  order	  to	  prevent	  masking	  of	  the	  desired	  metabolites.	  Water	  produces	  100,000	  times	  more	  signal	  than	  metabolites	  of	  interest,	  thus	  without	  adequate	  suppression	  these	  metabolites	  will	  not	  be	  visible	  within	  the	  spectrum.	  The	  repetition	  time	  (TR)	  and	  echo	  delay	  time	  (TE)	  must	  be	  set	  prospectively	  prior	  to	  MRS.	  Selection	  of	  the	  appropriate	  TR	  and	  TE	  may	  depend	  on	  the	  relaxation	  times	  of	  the	  metabolite	  of	  interest.	  The	  shorter	  the	  TR,	  the	  more	  T1-­‐weighted	  the	  acquisition	  and	  the	  shorter	  the	  acquisition	  time.	  Cho	  has	  a	  shorter	  T1	  relaxation	  time	  than	  many	  other	  metabolites.	  As	  Cho	  levels	  are	  elevated	  in	  malignant	  tissues,	  it	  is	  important	  to	  standardize	  the	  TR	  to	  optimize	  for	  detection	  of	  this	  peak	  (Hashemi	  et	  al.,	  2010).	  The	  longer	  the	  TE,	  the	  more	  T2-­‐weighted	  the	  acquisition	  and	  the	  lower	  the	  SNR	  of	  the	  peaks.	  Most	  institutions	  use	  a	  TR	  of	  1500	  ms	  and	  the	  shortest	  possible	  TE	  of	  30-­‐35	  ms	  to	  maximize	  the	  SNR	  (Hashemi	  et	  al.,	  2010).	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In	  SVS,	  the	  volume	  of	  interest	  is	  limited	  to	  a	  single	  voxel,	  and	  acquisition	  is	  fairly	  fast	  (1-­‐3	  min).	  The	  volume	  of	  interest	  is	  selected	  by	  a	  succession	  of	  three	  selective	  radiofrequency	  pulses	  in	  three	  orthogonal	  planes,	  the	  intersection	  of	  which	  defines	  the	  voxel	  of	  interest.	  Only	  the	  signal	  from	  this	  voxel	  is	  then	  recorded.	  Maximum	  voxel	  size	  decreases	  and	  peak	  height	  increases	  with	  increasing	  magnetic	  field	  strength.	  	  For	  single	  voxel	  techniques,	  a	  volume	  of	  8	  cc	  (2	  x	  2	  x	  2	  mm)	  is	  recommended	  at	  1.5T	  (Hashemi	  et	  al.,	  2010).	  A	  smaller	  voxel	  size	  would	  reduce	  the	  SNR.	  Minimum	  achievable	  voxel	  size	  is	  also	  reliant	  on	  the	  gradient	  system	  power	  and	  in	  clinical	  practice	  is	  affected	  by	  tissue	  relaxation	  parameters,	  magnetic	  field	  homogeneity,	  and	  susceptibility	  artefacts	  that	  variably	  affect	  the	  magnetic	  field.	  	  Because	  the	  magnitudes	  of	  the	  chemical	  shift	  are	  so	  small	  (ppm)	  MRS	  requires	  an	  extremely	  homogeneous	  magnetic	  field	  to	  resolve	  the	  spectral	  peaks.	  Any	  lack	  of	  homogeneity	  in	  the	  field	  over	  the	  excitation	  volume	  will	  broaden	  the	  peaks	  and	  may	  render	  them	  indistinguishable	  from	  neighboring	  peaks	  or	  background	  noise.	  Careful	  shimming	  is	  therefore	  of	  critical	  importance	  in	  MRS.	  Shimming	  improves	  the	  uniformity	  of	  the	  magnetic	  field	  within	  the	  voxel	  so	  that	  chemical	  shift	  differences	  of	  0.1	  ppm	  can	  be	  detected,	  while	  within	  the	  main	  magnetic	  field	  uniformity	  is	  such	  that	  chemical	  shift	  differences	  of	  only	  1	  ppm	  can	  be	  detected.	  
	  
Quantitation	  methods	  By	  analyzing	  the	  frequencies	  present	  in	  the	  MR	  signal,	  the	  investigator	  can	  identify	  the	  metabolites	  in	  the	  tissue	  and	  estimate	  their	  concentration	  based	  on	  the	  amplitude	  of	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the	  signal.	  In	  general,	  peak	  height	  is	  proportional	  to	  the	  concentration	  of	  a	  given	  species.	  	  Metabolites	  must	  be	  present	  in	  at	  least	  1	  mM	  concentration	  to	  be	  identified	  (Hashemi	  et	  al.,	  2010).	  	  	  Although	  absolute	  metabolite	  concentrations	  can	  in	  principle	  be	  measured	  from	  the	  MR	  spectra,	  in	  clinical	  practice	  the	  calculation	  is	  not	  simple	  because	  the	  peak	  areas	  also	  depend	  on	  additional	  factors	  such	  as	  coil	  sensitivity	  and	  relaxation	  effects	  of	  the	  tissue	  (T2*	  effects).	  	  Because	  of	  the	  difficulty	  in	  accounting	  for	  the	  relaxation	  effects	  and	  coil	  sensitivity,	  it	  is	  common	  in	  clinical	  spectroscopy	  to	  base	  diagnostic	  interpretation	  instead	  on	  the	  difference	  in	  peak-­‐area	  ratios	  rather	  than	  absolute	  metabolite	  concentrations.	  	  	  Commonly	  used	  interpretative	  ratios	  include	  ratios	  to	  total	  signal,	  ratios	  to	  a	  single	  metabolite	  which	  is	  relatively	  constant,	  ratios	  to	  the	  unsuppressed	  water	  spectrum,	  or	  ratios	  to	  the	  values	  measured	  from	  normal-­‐appearing	  tissues	  (McIntyre	  et	  al.,	  2012).	  Computer	  programs	  are	  also	  available	  that	  automatically	  measure	  individual	  metabolites	  by	  fitting	  to	  the	  peaks	  in	  the	  spectrum	  or	  to	  the	  untransformed	  signal.	  These	  procedures	  form	  the	  basis	  of	  MRS.	  	  	  	  
1H	  magnetic	  resonance	  spectroscopy	  metabolites:	  Location	  and	  significance	  	  Many	  different	  metabolites	  have	  been	  studied	  for	  their	  association	  with	  disease.	  A	  brief	  summary	  of	  commonly	  measured	  metabolites	  are	  described	  here	  and	  are	  outlined	  in	  Table	  2.	  	  N-­‐acetyl	  aspartate	  (NAA)	  resonates	  at	  2.0	  and	  2.6	  ppm,	  is	  the	  most	  abundant	  amino	  acid	  in	  the	  brain	  and	  is	  accepted	  as	  a	  marker	  of	  neuronal	  integrity.	  Its	  function	  is	  hypothesized	  to	  be	  primarily	  osmoregulation	  by	  effecting	  the	  removal	  of	  intracellular	  water	  from	  myelinated	  neurons.	  Pathology	  resulting	  in	  neuronal	  loss	  or	  impaired	  neuronal	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function	  will	  result	  in	  decreased	  levels	  of	  NAA.	  Increased	  levels	  of	  Cho	  and	  decreased	  levels	  of	  NAA	  have	  been	  positively	  correlated	  with	  brain	  malignancy	  (Alam	  et	  al.,	  2011;	  Dowling	  et	  al.,	  2001;	  Kurhanewicz	  et	  al.,	  2000).	  	  	   Creatine	  (Cr)	  resonates	  at	  3.02	  ppm.	  This	  metabolite	  serves	  as	  a	  reserve	  for	  high-­‐energy	  phosphates	  and	  as	  a	  buffer	  in	  adenosine	  triphosphate	  (ATP)	  and	  adenosine	  diphosphate	  (ADP)	  reservoirs.	  As	  Cr	  remains	  fairly	  stable	  in	  the	  face	  of	  disease,	  it	  may	  be	  used	  as	  an	  internal	  control.	  The	  Cho:Cr	  ratio	  is	  extensively	  associated	  with	  malignancy	  across	  a	  wide	  variety	  of	  tumor	  types	  (Alam	  et	  al.,	  2011;	  Fayed	  et	  al.,	  2006;	  King	  et	  al.,	  2005a;	  Li	  et	  al.,	  2007).	  	   Lactate	  (Lac)	  resonates	  at	  1.31	  and	  4.1	  ppm	  and	  is	  the	  end	  product	  of	  anaerobic	  metabolism.	  The	  presence	  of	  this	  metabolite	  indicates	  that	  the	  normal	  cellular	  oxidative	  respiration	  mechanism	  is	  no	  longer	  functioning	  and	  that	  carbohydrate	  catabolism	  is	  taking	  place.	  The	  role	  of	  Lac	  in	  cancer	  prognosis	  and	  monitoring	  is	  important.	  Many	  studies	  have	  noted	  elevated	  Lac	  levels	  in	  malignant	  tissue	  attributable	  to	  tumor	  necrosis	  (Bourne	  et	  al.,	  2005)	  or	  metastatic	  disease	  both	  in	  vitro	  and	  in	  vivo	  (Bourne	  et	  al.,	  2005;	  Cheng	  et	  al.,	  1996;	  Seenu	  et	  al.,	  2005;	  Sharma	  et	  al.,	  2004).	  Lac	  is	  elevated	  in	  late-­‐stage	  brain	  cancers	  (Sijens	  et	  al.,	  1996).	  Levels	  of	  Lac	  may	  be	  artefactually	  increased	  if	  there	  is	  a	  prolonged	  period	  between	  tumor	  excision	  and	  freezing.	  	  	  Total	  choline	  (tCho)	  resonates	  at	  3.2	  ppm	  in	  1H	  spectra,	  and	  arises	  from	  the	  methyl	  hydrogens	  of	  trimethylamines,	  which	  can	  include	  Cho,	  phosphocholine	  (PCho),	  
	  	   71	  
glycerophosphocholine	  (GPCho),	  betaine,	  and	  taurine.	  Although	  each	  of	  these	  metabolites	  can	  be	  distinguished	  using	  high	  field	  (>	  3	  T)	  1H	  MRS	  or	  ex-­‐vivo	  1H	  high-­‐resolution	  magnetic	  angle	  spinning	  (HRMAS),	  they	  are	  indistinguishable	  in	  typical	  clinical	  imaging	  at	  lower	  magnetic	  field	  strengths.	  Consequently,	  this	  group	  of	  metabolites	  is	  commonly	  referred	  to	  as	  ‘total	  Cho	  containing	  compounds’	  (tCho).	  	  	  Normal	  tissues	  are	  characterized	  by	  low	  or	  absent	  tCho	  levels,	  while	  malignant	  tissues	  levels	  are	  high	  (Bolan	  et	  al.,	  2003;	  Glunde	  et	  al.,	  2006;	  Jacobs	  et	  al.,	  2004;	  Kurhanewicz	  et	  al.,	  2000;	  Mueller-­‐Lisse	  et	  al.,	  2001).	  This	  elevation	  of	  Cho	  metabolites	  in	  malignancy	  appears	  to	  be	  non-­‐specific	  for	  tissue	  of	  origin	  and	  tumor	  type.	  Cho	  elevation	  in	  neoplastic	  tissue	  is	  best	  explained	  by	  a	  combination	  of	  multiple	  theories.	  Cho	  is	  a	  component	  of	  the	  phospholipid	  plasma	  membrane,	  and	  elevated	  Cho	  levels	  have	  been	  extensively	  correlated	  with	  rapid	  cell	  membrane	  turnover	  in	  neoplastic	  states	  (Aboagye	  and	  Bhujwalla,	  1999;	  Mountford	  et	  al.,	  1993;	  Ruiz-­‐Cabello	  and	  Cohen,	  1992).	  	  Some	  studies	  have	  also	  correlated	  the	  intensity	  of	  the	  Cho	  resonance	  with	  cellular	  density	  of	  the	  tumor	  (Miller	  et	  al.,	  1996).	  	  However,	  the	  observed	  changes	  in	  Cho	  containing	  metabolites	  in	  both	  breast	  and	  ovarian	  cancer	  cells,	  when	  compared	  with	  their	  normal	  counterparts,	  did	  not	  correlate	  with	  differences	  in	  cell	  doubling	  time	  in	  some	  studies	  (Aboagye	  and	  Bhujwalla,	  1999;	  Iorio	  et	  al.,	  2005).	  This	  finding	  suggests	  that	  there	  are	  alterations	  in	  molecular	  mechanisms	  associated	  with	  Cho	  metabolism	  in	  cancer.	  	  	  The	  present	  body	  of	  evidence	  suggests	  that	  the	  elevation	  in	  Cho	  metabolites	  most	  likely	  results	  from	  enzyme	  activity	  involved	  in	  the	  biosynthesis	  and	  breakdown	  of	  the	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major	  membrane	  phospholipid	  phosphatidylcholine	  during	  tumor	  progression	  (Aboagye	  and	  Bhujwalla,	  1999;	  Glunde	  et	  al.,	  2011;	  Glunde	  and	  Serkova,	  2006).	  	  These	  enzymes	  are	  impacted	  by	  growth	  factor	  signaling	  as	  well	  as	  oncogene	  and	  cytokine	  activation,	  each	  of	  which	  govern	  normal	  cell	  biochemical	  equilibrium	  and	  are	  altered	  in	  neoplastic	  states	  (Glunde	  and	  Serkova,	  2006;	  Negendank,	  1992;	  Podo,	  1999).	  	  	  
Choline:	  A	  clinical	  diagnostic	  marker	  for	  malignancy	  Cho	  levels	  have	  been	  described	  as	  diagnostic	  markers	  for	  malignancy	  for	  many	  different	  tumor	  types	  in	  vivo	  and	  ex	  vivo.	  Elevations	  in	  tCho	  have	  been	  reported	  in	  fine	  needle	  aspirate	  samples	  of	  malignant	  tissues	  of	  the	  brain	  (Opstad	  et	  al.,	  2010),	  breast	  (Mountford	  et	  al.,	  2009;	  Mountford	  et	  al.,	  2001),	  lymph	  node	  (Lean	  et	  al.,	  2003;	  Stretch	  et	  al.,	  2005)	  and	  post-­‐surgical	  prostate	  tissue	  samples	  (Cheng	  et	  al.,	  2005).	  Some	  studies	  have	  also	  demonstrated	  elevated	  tCho	  in	  premalignant	  lesions	  (Gill	  et	  al.,	  1990;	  Remy	  et	  al.,	  1989).	  In	  vivo	  1H	  MRS	  has	  been	  clinically	  used	  to	  assist	  in	  diagnosing	  cancer	  and	  specifying	  the	  margins	  of	  tumors	  in	  brain	  (Li	  et	  al.,	  2002),	  prostate	  (Kurhanewicz	  et	  al.,	  2000;	  Mueller-­‐Lisse	  et	  al.,	  2001),	  and	  breast	  (Jacobs	  et	  al.,	  2004;	  Meisamy	  et	  al.,	  2004).	  	  The	  tCho	  peak	  level	  was	  directly	  correlated	  with	  grade	  of	  malignancy	  in	  breast	  and	  brain	  tumors	  (Astrakas	  et	  al.,	  2004;	  Nelson	  et	  al.,	  2008;	  Senft	  et	  al.,	  2009).	  	  	  	  Elevated	  tCho	  levels	  or	  the	  Cho:Cr	  ratio	  has	  been	  recognized	  as	  a	  marker	  for	  malignancy	  in	  lymph	  node	  metastases	  (Bisdas	  et	  al.,	  2007;	  Bourne	  et	  al.,	  2005;	  Chawla	  et	  al.,	  2009;	  King	  et	  al.,	  2005a;	  Seenu	  et	  al.,	  2005;	  Sharma	  et	  al.,	  2004).	  Fig.	  1	  demonstrates	  the	  spectral	  profile	  of	  a	  metastatic	  lymph	  node	  in	  a	  human	  patient	  with	  squamous	  cell	  
	  	   73	  
carcinoma	  of	  the	  head	  and	  neck.	  Prominent	  tCho	  resonance	  was	  observed	  in	  all	  patients	  with	  metastatic	  lymphadenopathy	  in	  that	  study	  (Chawla	  et	  al.,	  2009).	  In	  addition,	  some	  studies	  have	  demonstrated	  that	  metastatic	  lymphadenopathy	  can	  be	  differentiated	  from	  benign	  lymphoid	  hyperplasia	  based	  on	  the	  Cho:Cr	  ratio	  (Bisdas	  et	  al.,	  2007;	  King	  et	  al.,	  2005b).	  	  	  	  Monitoring	  of	  pre-­‐	  and	  post-­‐therapy	  Cho	  metabolites	  in	  tumors	  has	  also	  been	  performed	  to	  evaluate	  a	  patient’s	  response	  to	  cancer	  treatment.	  Figs.	  2	  and	  3	  are	  MRI	  images	  and	  concurrent	  1H	  MRS	  spectral	  profiles	  from	  a	  human	  breast	  cancer	  patient	  exhibiting	  a	  response	  to	  neo-­‐adjuvant	  chemotherapy	  (Fig.	  2),	  and	  from	  a	  patient	  failing	  to	  demonstrate	  a	  response	  to	  treatment	  (Fig.	  3)	  (Danishad	  et	  al.,	  2010).	  Note	  the	  persistence	  of	  the	  intense	  choline	  peak	  post-­‐therapy	  in	  the	  non-­‐responding	  patient.	  Similarly,	  changes	  in	  the	  tCho:water	  ratio	  post-­‐initial	  treatment	  were	  found	  to	  predict	  subsequent	  response	  in	  patients	  with	  extra-­‐cranial	  lymphoma.	  All	  patients	  achieving	  a	  partial	  response	  to	  subsequent	  treatment	  had	  a	  lower	  tCho:water	  ratio	  on	  the	  first	  post-­‐treatment	  scan.	  The	  tCho:water	  ratio	  did	  not	  change	  in	  the	  two	  patients	  who	  experienced	  progressive	  disease	  in	  the	  face	  of	  treatment	  (Schwarz	  et	  al.,	  2002).	  	  	  Many	  other	  studies	  have	  described	  a	  decrease	  in	  the	  intensity	  of	  the	  Cho	  resonance	  of	  tumors	  in	  response	  to	  chemotherapy	  (Jagannathan	  et	  al.,	  2001;	  Meisamy	  et	  al.,	  2004;	  Tozaki	  et	  al.,	  2008).	  Additionally,	  elevated	  Cho	  levels	  have	  been	  shown	  to	  distinguish	  tumor	  recurrence	  from	  necrosis	  following	  anti-­‐cancer	  therapy	  in	  the	  brain	  (Chernov	  et	  al.,	  2006),	  prostate	  (Heijmink	  et	  al.,	  2007)	  and	  in	  head	  and	  neck	  tumors	  (Bisdas	  et	  al.,	  2007).	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  The	  addition	  of	  MRS	  significantly	  increased	  the	  sensitivity,	  specificity,	  diagnostic	  accuracy,	  and	  inter-­‐observer	  agreement	  among	  radiologists	  for	  the	  differentiation	  of	  invasive	  mammary	  carcinoma	  and	  benign	  lesions	  (Meisamy	  et	  al.,	  2005).	  Studies	  from	  2000-­‐2002	  have	  demonstrated	  that	  detection	  of	  a	  tCho	  peak	  distinguished	  malignant	  from	  benign	  tumors	  with	  78%-­‐83%	  sensitivity	  and	  86%-­‐87%	  specificity	  (Cecil	  et	  al.,	  2001;	  Jagannathan	  et	  al.,	  2001).	  Elevated	  Cho	  was	  consistently	  observed	  in	  axillary	  lymph	  nodes	  of	  breast	  cancer	  patients	  with	  histopathologically	  confirmed	  metastatic	  disease.	  These	  studies	  indicate	  82%	  sensitivity,	  100%	  specificity,	  and	  90%	  accuracy	  (Yeung	  et	  al.,	  2002)	  and	  80%	  sensitivity,	  91%	  specificity,	  and	  88%	  accuracy	  in	  another	  comparable	  study	  (Seenu	  et	  al.,	  2005).	  	  	  	  
Advanced	  cancer	  imaging	  in	  veterinary	  medicine	  In	  recent	  years,	  veterinary	  medicine	  has	  made	  a	  move	  toward	  advanced	  imaging	  of	  oncology	  patients.	  Research	  describing	  whole	  body	  MRI	  and	  positron	  emission	  tomography/computed	  tomography	  (PET/CT)	  protocols	  (Kraft	  et	  al.,	  2007;	  Lawrence	  et	  al.,	  2009;	  Leblanc	  et	  al.,	  2012)	  for	  the	  screening	  and/or	  monitoring	  of	  cancer	  patients	  has	  been	  reported.	  Cancer	  staging	  traditionally	  was	  limited	  to	  abdominal	  ultrasound	  and	  three-­‐view	  thoracic	  radiographs.	  Disease	  detection,	  staging	  and	  clinical	  management	  of	  lymphoma	  cases	  are	  largely	  based	  on	  only	  ultrasound	  assessment	  (Flory	  et	  al.,	  2007).	  	  Nevertheless,	  these	  imaging	  modalities	  have	  limitations	  in	  terms	  of	  accurate	  staging,	  as	  small	  lymph	  nodes	  may	  harbor	  neoplastic	  cells	  and	  large	  lymph	  nodes	  may	  be	  reactive	  rather	  than	  infiltrated.	  Relapse	  is	  most	  often	  detected	  by	  re-­‐enlargement	  of	  lymph	  nodes	  or	  return	  of	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clinical	  signs,	  at	  which	  point	  significant	  tumor	  volume	  has	  developed.	  Hence,	  early	  detection	  of	  relapse	  permits	  earlier	  intervention	  and	  may	  result	  in	  longer	  response	  duration	  and	  improved	  outcome.	  	  When	  PET	  is	  fused	  with	  CT,	  the	  advantages	  of	  both	  functional	  and	  anatomic	  imaging	  are	  combined.	  PET/CT	  has	  expanded	  the	  possibilities	  of	  imaging	  of	  non-­‐Hodgkin’s	  lymphoma	  in	  humans	  and	  has	  superior	  sensitivity	  and	  specificity	  in	  detecting	  nodal	  and	  extra-­‐nodal	  tumor	  involvement	  compared	  to	  conventional	  CT	  scans.	  Although	  promising,	  PET	  is	  not	  yet	  routinely	  used	  in	  the	  staging	  process	  in	  veterinary	  oncology	  due	  to	  cost	  and	  limited	  availability.	  Recently,	  the	  proliferation	  marker	  3’-­‐deoxy-­‐3’[18F]	  fluorothymidine	  (FLT)	  has	  proved	  useful	  in	  detecting	  lymphoma	  recurrence	  prior	  to	  clinical	  relapse	  in	  dogs	  (Lawrence	  et	  al.,	  2009).	  In	  this	  study,	  nine	  dogs	  with	  non-­‐Hodgkin’s	  lymphoma	  were	  evaluated	  prior	  to	  cytotoxic	  chemotherapy,	  and	  7/9	  underwent	  repeat	  PET/CT	  following	  chemotherapy.	  Eight	  dogs	  had	  initially	  increased	  FLT	  uptake	  (maximum	  standardized	  uptake	  value	  (SUV)	  or	  SUVmax	  =	  9.8).	  Mean	  SUV	  decreased	  significantly	  for	  the	  seven	  dogs	  that	  underwent	  follow-­‐up	  PET/CT	  following	  chemotherapy.	  Increased	  FLT	  uptake	  preceded	  clinical	  and	  cytological	  evidence	  of	  relapse	  in	  two	  dogs.	  	  	  In	  a	  study	  evaluating	  18FDG-­‐PET	  in	  dogs	  with	  lymphoma	  and	  mast	  cell	  neoplasia,	  both	  tumors	  were	  characterized	  by	  avidity	  for	  18FDG	  (LeBlanc	  et	  al.,	  2009).	  In	  three	  dogs	  with	  multicentric	  lymphoma,	  elevated	  18FDG	  was	  consistently	  seen	  in	  affected	  superficial	  and	  internal	  lymph	  nodes,	  liver,	  and	  spleen.	  Repeated	  PET	  scans	  after	  induction	  of	  chemotherapy	  demonstrated	  resolution	  of	  elevated	  18FDG	  uptake.	  In	  six	  dogs	  with	  mast	  cell	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neoplasia,	  PET	  correctly	  identified	  metastasis	  in	  regional	  lymph	  nodes	  in	  all	  dogs	  in	  which	  this	  was	  suspected	  or	  confirmed	  with	  cytology	  or	  biopsy	  prior	  to	  the	  scan.	  Malignant	  lymph	  nodes	  undetected	  on	  physical	  exam	  and/or	  cytology	  were	  positively	  identified	  with	  18FDG-­‐PET	  in	  two	  dogs	  with	  mast	  cell	  disease.	  	  	  	  As	  in	  human	  medicine,	  PET	  and	  PET/CT	  expose	  patients	  to	  a	  large	  amount	  of	  ionizing	  radiation	  and	  renders	  patients	  radioactive,	  a	  consideration	  when	  sequential	  scans	  are	  required	  to	  assess	  for	  disease	  recurrence	  or	  metastasis.	  Additionally,	  scanner	  availability	  and	  radioisotope	  access	  are	  currently	  limited.	  	  
Whole	  body	  magnetic	  resonance	  imaging	  techniques	  and	  magnetic	  resonance	  
spectroscopy	  applications	  Whole	  body	  MRI	  has	  yet	  to	  be	  fully	  explored	  in	  the	  staging	  of	  cancer	  in	  veterinary	  medicine,	  although	  it	  is	  well	  described	  in	  the	  human	  literature.	  Recent	  technological	  improvements	  have	  made	  it	  possible	  to	  rapidly	  image	  large	  body	  regions	  due	  to	  faster	  scan	  sequences	  and	  improved	  gradient	  technology.	  The	  advantages	  of	  MRI	  over	  PET/CT	  include	  its	  general	  availability	  in	  most	  veterinary	  specialty	  and	  referral	  institutions	  and	  the	  lack	  of	  ionizing	  radiation	  incurred	  to	  the	  patient.	  CT	  alone	  has	  been	  found	  to	  be	  inferior	  to	  MRI	  for	  assessing	  parenchymal	  organs	  as	  well	  as	  osseous	  structures	  (Ghanem	  et	  al.,	  2005;	  Low	  et	  al.,	  1999;	  Semelka	  et	  al.,	  2001).	  	  	  A	  recent	  study	  in	  humans	  found	  that	  whole	  body	  MRI	  utilizing	  diffusion-­‐weighted	  imaging	  (DWI)	  enhanced	  lesion	  conspicuity	  and	  improved	  diagnostic	  accuracy	  in	  patients	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with	  lymphoma,	  significantly	  increasing	  the	  diagnostic	  sensitivity	  (Gu	  et	  al.,	  2011)..	  The	  investigators	  speculated	  that	  whole	  body	  MRI	  with	  DWI	  may	  be	  a	  useful,	  non-­‐ionizing	  alternative	  to	  PET/CT	  in	  the	  management	  of	  lymphoma	  (Gu	  et	  al.,	  2011).	  Whole	  body	  MRI	  has	  also	  been	  described	  as	  an	  alternative	  to	  FDG-­‐PET/CT	  for	  imaging	  malignancy	  in	  high	  risk	  patients,	  including	  children	  and	  pregnant	  women	  (Vermoolen	  et	  al.,	  2010)	  and	  has	  shown	  excellent	  sensitivity	  (96%)	  in	  children	  with	  malignant	  diseases	  (predominantly	  Hodgkin’s	  lymphoma)	  (Krohmer	  et	  al.,	  2010).	  	  	  	  	  A	  study	  evaluating	  the	  feasibility	  of	  whole	  body	  MRI	  for	  veterinary	  cancer	  staging	  was	  published	  by	  Kraft	  et	  al.	  (2007).	  A	  protocol	  was	  developed	  using	  normal	  Beagles	  with	  a	  1.5T	  magnet	  and	  standard	  MRI	  sequences	  with	  three	  large,	  overlapping	  fields	  of	  view	  to	  visualize	  the	  entire	  body,	  optimizing	  exam	  time,	  image	  quality,	  and	  organ	  visibility.	  Subsequently,	  whole	  body	  MRI	  was	  used	  on	  10	  dogs	  with	  various	  types	  of	  cancer.	  Total	  examination	  times	  were	  60-­‐75	  min	  and	  image	  quality	  was	  sufficient	  for	  all	  known	  lesions;	  including	  mass	  lesions,	  pulmonary	  infiltrates,	  and	  lymphadenopathy.	  Continued	  modifications	  of	  a	  whole	  body	  MRI	  protocol	  in	  conjunction	  with	  technical	  improvements	  in	  MRI	  will	  further	  increase	  its	  potential	  for	  veterinary	  cancer	  imaging.	  	  	  	  MRS	  has	  not	  yet	  been	  described	  as	  an	  advanced	  imaging	  tool	  to	  improve	  cancer	  staging	  in	  companion	  animals.	  The	  current	  veterinary	  literature	  describing	  MRS	  techniques	  is	  extremely	  limited	  and	  primarily	  focuses	  on	  imaging	  of	  the	  brain.	  Recent	  studies	  have	  employed	  MRS	  to	  evaluate	  the	  normal	  canine	  brain	  at	  3T	  and	  7T	  (Martin-­‐Vaquero	  et	  al.,	  2011),	  changes	  to	  cerebral	  metabolites	  influenced	  by	  different	  anesthetic	  agents	  (Lee	  et	  al.,	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2010),	  and	  ischemic	  cerebral	  infarcts	  in	  iatrogenically	  induced	  vascular	  events	  (Kang	  et	  al.,	  2009).	  The	  study	  evaluating	  the	  canine	  brain	  at	  different	  field	  strengths	  found	  that	  in	  vivo	  MRS	  in	  a	  clinical	  3.0T	  scanner	  using	  an	  8-­‐channel	  phased	  array	  extremity	  coil	  is	  an	  effective	  method	  to	  study	  the	  concentration	  of	  brain	  metabolites.	  Metabolic	  spectra	  acquired	  at	  7.0T	  was	  only	  successfully	  acquired	  in	  2/4	  dogs,	  with	  difficulties	  likely	  attributable	  to	  inefficient	  water	  suppression	  at	  the	  higher	  magnetic	  field	  strength.	  Metabolites	  recorded	  in	  the	  normal	  canine	  brain	  included	  NAA,	  Cho,	  and	  Cr.	  	  In	  canine	  brains	  evaluated	  with	  serial	  1H	  MRS	  (at	  1.5T)	  after	  occlusion	  of	  the	  middle	  cerebral	  artery,	  reduced	  levels	  of	  NAA,	  Cho,	  Cr	  and	  myo-­‐inositol	  and	  markedly	  increased	  Lac	  were	  found	  3	  days	  after	  the	  stroke	  Kang	  et	  al.,	  2009).	  At	  10	  days	  after	  the	  stroke,	  the	  levels	  of	  Lac	  significantly	  increased,	  but	  the	  other	  metabolites	  were	  unchanged.	  The	  changes	  of	  Cr,	  Cho,	  and	  myo-­‐inositol	  were	  not	  statistically	  significant	  overall	  when	  the	  pre-­‐	  and	  post-­‐stroke	  values	  were	  compared.	  	  Most	  recently,	  a	  protocol	  was	  described	  at	  3.0	  Tesla	  for	  1H	  MRS	  of	  the	  canine	  brain	  (Ober	  et	  al.,	  2013).	  This	  study	  evaluated	  the	  brains	  of	  15	  dog	  cadavers	  with	  both	  single	  and	  multivoxel	  acquisitions.	  Effects	  of	  TE	  time,	  saturation	  bands,	  matrix	  size,	  radiofrequency	  coil	  type,	  and	  volume	  of	  interest	  placement	  were	  evaluated	  for	  spectral	  quality.	  Multivoxel	  acquisition	  with	  an	  extremity	  coil,	  a	  TE	  of	  144	  ms	  without	  use	  of	  saturation	  bands,	  and	  an	  18	  x	  18	  phase	  and	  frequency-­‐encoding	  matrix	  with	  placement	  of	  the	  voxel	  fully	  within	  the	  brain	  parenchyma	  was	  found	  to	  produce	  the	  highest	  quality	  images	  and	  spectra.	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The	  limitations	  of	  MRS	  differ	  from	  those	  of	  PET/CT.	  MRS	  inevitably	  suffers	  from	  low	  detection	  sensitivity	  (particularly	  at	  lower	  magnetic	  field	  strengths),	  which	  can	  result	  in	  insufficient	  spatial	  and	  spectral	  resolution.	  MRS	  is	  also	  inherently	  prone	  to	  artefacts.	  Lack	  of	  field	  homogeneity,	  inadequate	  water	  or	  lipid	  suppression,	  patient	  motion,	  eddy	  currents	  and	  chemical	  shift	  all	  introduce	  artefacts	  into	  the	  spectrum.	  Poor	  magnetic	  field	  homogeneity	  results	  in	  lower	  SNR	  and	  broadening	  of	  the	  width	  of	  the	  peaks.	  Although	  these	  limitations	  have	  been	  the	  primary	  reasons	  clinical	  spectroscopy	  has	  not	  developed	  to	  its	  full	  potential	  over	  years	  of	  research,	  the	  quality	  of	  spectral	  data	  has	  considerably	  improved	  with	  the	  advent	  of	  higher	  magnetic	  field	  strengths	  (over	  3T),	  the	  development	  of	  better	  coils,	  the	  design	  of	  optimized	  radiofrequency	  pulses,	  and	  increasing	  experience.	  	  	  
Conclusions	  MRS	  is	  a	  useful	  tool	  for	  characterizing	  tumor	  metabolism	  and	  response	  to	  treatment.	  This	  review	  has	  detailed	  many	  uses	  for	  MRS	  in	  human	  medicine,	  justifying	  its	  continued	  development	  for	  cancer	  staging	  in	  veterinary	  oncology.	  The	  Cho	  resonance	  is	  elevated	  in	  primary	  neoplastic	  masses	  across	  tumor	  types	  as	  well	  as	  in	  lymph	  node	  metastases,	  and	  may	  be	  a	  metabolite	  of	  interest	  in	  the	  detection	  of	  malignancy	  in	  veterinary	  oncology.	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EX	  VIVO	  PROTON	  MAGNETIC	  RESONANCE	  SPECTROSCOPY	  (1HMRS)	  OF	  NORMAL,	  REACTIVE,	  AND	  MALIGNANT	  CANINE	  LYMPH	  NODES:	  EVALUATION	  OF	  THE	  CHOLINE	  METABOLITE	  AS	  A	  MARKER	  FOR	  MALIGNANCY	  	  Katherine	  Lynch,	  Boris	  Odintsov,	  Phillip	  Labelle,	  Robert	  T.	  O’Brien	  	  
Abstract	  Advanced	  imaging	  modalities	  providing	  both	  structural	  and	  functional	  information	  from	  diseased	  tissues	  are	  routinely	  utilized	  in	  human	  medicine,	  and	  are	  increasingly	  being	  described	  for	  use	  in	  veterinary	  patients.	  	  1HMRS	  is	  a	  technique	  used	  in	  conjunction	  with	  conventional	  MRI,	  which	  is	  well	  described	  in	  human	  medicine,	  and	  is	  most	  frequently	  utilized	  to	  evaluate	  tissues	  with	  questionable	  malignant	  transformation.	  	  Increased	  levels	  of	  the	  choline	  metabolite	  have	  been	  extensively	  associated	  with	  malignancy	  across	  numerous	  tumor	  types	  and	  within	  tumor	  metastases.	  	  The	  goal	  of	  this	  study	  was	  to	  quantitatively	  evaluate	  choline	  levels	  within	  a	  population	  of	  normal/mildly	  reactive,	  moderately	  reactive/lymphoid	  hyperplasia,	  and	  malignant	  canine	  lymph	  nodes	  ex	  vivo.	  	  Peripheral,	  abdominal,	  or	  thoracic	  lymph	  nodes	  were	  collected	  intra-­‐operatively	  or	  immediately	  post-­‐euthanasia	  from	  19	  canine	  patients.	  	  Lymph	  nodes	  were	  immediately	  flash	  frozen	  and	  stored	  at-­‐80	  degrees	  Celsius	  until	  the	  time	  of	  imaging.	  	  High	  field	  (14.1T)	  
1HMRS	  was	  performed	  on	  each	  lymph	  node.	  	  Choline	  signal-­‐to-­‐noise	  ratios	  (Cho	  SNR)	  were	  calculated	  and	  compared	  between	  the	  three	  groups.	  	  A	  total	  of	  54	  lymph	  nodes	  were	  collected	  (37	  malignant,	  8	  moderately	  to	  severely	  reactive/lymphoid	  hyperplasia,	  9	  normal/mildly	  reactive).	  	  The	  Cho	  SNR	  was	  significantly	  higher	  in	  the	  malignant	  population	  than	  in	  both	  the	  normal/mildly	  reactive	  (p=0.002)	  and	  moderately	  reactive/lymphoid	  hyperplasia	  (p=0.006)	  populations.	  	  There	  was	  no	  significant	  difference	  between	  the	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normal/mildly	  reactive	  and	  moderately	  reactive/lymphoid	  hyperplasia	  populations	  (p=1.0).	  	  Overall,	  1HMRS	  detected	  malignancy	  via	  elevation	  of	  the	  choline	  metabolite	  with	  a	  sensitivity,	  specificity,	  positive	  and	  negative	  predictive	  value	  of	  80.4%,	  94.4%,	  97.4%,	  and	  65.4%	  respectively.	  	  	  	  	  
Introduction	  Staging	  of	  human	  cancer	  patients	  routinely	  includes	  advanced	  diagnostic	  imaging	  modalities	  that	  characterize	  both	  structure	  and	  function	  of	  the	  diseased	  tissue.	  	  Currently,	  veterinary	  oncology	  patients	  are	  typically	  staged	  with	  anatomical	  imaging	  modalities	  such	  as	  radiography,	  ultrasound,	  and	  computed	  tomography	  (CT).	  	  Recent	  literature	  has	  demonstrated	  the	  utility	  of	  18F-­‐fluorodeoxyglucose	  positron	  emission	  computed	  tomography	  (FDG-­‐PET/CT)	  in	  the	  staging	  of	  veterinary	  malignancies	  and	  in	  assessing	  response	  to	  treatment.1-­‐5	  	  However,	  the	  availability	  of	  FDG-­‐PET/CT	  remains	  limited,	  and	  exposes	  the	  patient	  to	  a	  large	  amount	  of	  ionizing	  radiation.	  	  This	  should	  be	  considered	  when	  sequential	  scans	  are	  required	  to	  assess	  for	  disease	  recurrence	  or	  metastasis.	  Proton	  magnetic	  resonance	  spectroscopy	  (1HMRS)	  is	  a	  non-­‐invasive	  and	  non-­‐ionizing	  technique	  used	  in	  conjunction	  with	  conventional	  magnetic	  resonance	  imaging	  (MRI)	  to	  assess	  the	  biochemical	  activity	  of	  tissues.	  	  1HMRS	  can	  detect	  a	  large	  number	  of	  endogenous	  metabolites	  such	  as	  N-­‐acetyl	  aspartate	  (NAA),	  creatine	  (Cr),	  lactate	  (Lac),	  and	  choline	  (Cho).	  	  These	  metabolites	  are	  differentiated	  from	  one	  another	  by	  their	  chemical	  shift,	  which	  is	  produced	  by	  slight	  variations	  in	  the	  magnetic	  field	  surrounding	  each	  molecule	  depending	  on	  the	  chemical	  environment.	  	  Therefore,	  the	  value	  of	  the	  chemical	  shift	  is	  characteristic	  of	  a	  molecular	  group,	  and	  there	  is	  a	  consistent	  chemical	  shift	  for	  each	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metabolite.	  	  The	  metabolite	  is	  recognized	  as	  a	  characteristic	  peak	  (or	  peaks)	  in	  the	  frequency	  spectrum,	  displayed	  on	  the	  x-­‐axis	  of	  the	  delta	  scale.	  	  Differences	  are	  given	  in	  units	  of	  parts	  per	  million	  (ppm)	  relative	  to	  a	  defined	  standard.	  	  In	  general,	  the	  peak	  intensity	  is	  proportional	  to	  the	  concentration	  of	  a	  given	  metabolite6.	  
1HMRS	  is	  well	  described	  in	  human	  medicine,	  and	  is	  mainly	  utilized	  to	  characterize	  the	  metabolic	  activity	  of	  tissues	  with	  suspected	  malignant	  transformation	  both	  in	  clinical	  patients	  (in	  vivo)	  and	  in	  biopsy	  samples	  (ex	  vivo).7,	  8	  Differentiation	  of	  neoplastic	  tissue	  from	  surrounding	  normal	  tissue	  is	  dependent	  on	  variations	  in	  cellular	  metabolism.	  	  Because	  1HMRS	  provides	  information	  on	  metabolic	  pathways,	  it	  is	  a	  suitable	  technique	  to	  monitor	  the	  metabolic	  changes	  associated	  with	  disease	  and	  during	  the	  course	  of	  treatment9-­‐12.	  	  The	  choline	  metabolite	  is	  generally	  associated	  with	  cell	  proliferation	  in	  relation	  to	  tumor	  growth	  and	  progression,	  and	  is	  routinely	  evaluated	  as	  a	  marker	  for	  malignancy	  in	  many	  different	  tissue	  types	  and	  disease	  states13	  including	  cancers	  of	  the	  brain,14,	  15,	  breast,16-­‐18	  prostate,19,	  20	  and	  lymph	  nodes.8,	  20-­‐24	  
1HMRS	  techniques	  are	  currently	  underutilized	  in	  veterinary	  medicine,	  despite	  the	  widespread	  availability	  of	  MRI.	  	  Recent	  literature	  has	  been	  limited	  to	  investigation	  of	  the	  metabolic	  characteristics	  of	  the	  brain	  in	  both	  normal25-­‐28	  and	  diseased	  states	  (cerebral	  abscess,29	  ischemic	  stroke30).	  	  Despite	  the	  evidence	  supporting	  improved	  detection	  and	  characterization	  of	  malignancy	  via	  detection	  of	  elevated	  choline	  metabolite	  concentrations	  in	  humans,	  choline	  levels	  have	  yet	  to	  be	  evaluated	  as	  a	  marker	  for	  malignancy	  in	  veterinary	  patients.	  	  The	  goals	  of	  the	  current	  study	  were	  as	  follows:	  to	  evaluate	  the	  detectability	  of	  the	  choline	  metabolite	  in	  canine	  lymph	  nodes,	  and	  to	  compare	  the	  relative	  choline	  levels	  between	  populations	  of	  normal/mildly	  reactive,	  moderately	  to	  severely	  reactive,	  and	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malignant	  canine	  lymph	  nodes	  ex	  vivo.	  	  We	  hypothesized	  that	  the	  choline	  metabolite	  would	  be	  detectable	  in	  canine	  lymph	  nodes	  ex	  vivo,	  and	  that	  choline	  levels	  in	  malignant	  lymph	  nodes	  would	  be	  significantly	  higher	  than	  those	  in	  both	  normal/mildly	  reactive	  and	  moderately	  reactive/hyperplastic	  lymph	  nodes.	  	  
Materials	  and	  Methods	  	   Peripheral,	  abdominal,	  and	  thoracic	  lymph	  nodes	  were	  collected	  from	  canine	  patients	  either	  immediately	  post-­‐euthanasia	  or	  intra-­‐operatively	  with	  owner	  consent.	  	  Until	  statistical	  power	  was	  achieved	  in	  the	  control	  group,	  healthy	  canine	  patients	  were	  enrolled	  concurrently	  with	  diseased	  patients.	  	  After	  the	  population	  of	  normal	  lymph	  nodes	  was	  satisfied,	  patients	  with	  lymphadenopathy	  (as	  palpated	  on	  physical	  exam	  by	  the	  attending	  clinician,	  visualized	  on	  abdominal	  or	  thoracic	  ultrasound	  exam,	  or	  identified	  on	  computed	  tomography)	  were	  enrolled	  exclusively.	  	  The	  study	  enrollment	  did	  not	  discriminate	  as	  to	  the	  cause	  of	  lymphadenopathy	  (reactive	  vs.	  malignant)	  or	  tumor	  type	  (primary	  lymphoid	  neoplasia	  and	  lymph	  node	  metastases	  were	  equally	  considered).	  	  As	  choline	  levels	  were	  hypothesized	  to	  be	  elevated	  in	  malignant	  lymph	  nodes	  regardless	  of	  tumor	  type	  or	  tissue	  origin,	  the	  study	  included	  all	  lymph	  node	  malignancies.	  	   Once	  removed	  from	  the	  patient,	  each	  lymph	  node	  was	  sectioned	  in	  half	  and	  trimmed	  of	  perinodal	  fat.	  	  Half	  of	  each	  lymph	  node	  was	  then	  immediately	  flash	  frozen	  with	  liquid	  nitrogen	  in	  a	  sterile,	  MR	  sample	  tube	  and	  stored	  at	  -­‐80	  degrees	  Celsius	  until	  the	  time	  of	  imaging.31,	  32	  The	  second	  half	  was	  placed	  in	  formalin	  and	  submitted	  to	  histopathology	  for	  confirmation	  of	  nodal	  status.	  	  Histopathology	  was	  performed	  by	  a	  single	  pathologist	  (P.L.),	  who	  was	  blinded	  to	  the	  patient	  history,	  suspected	  clinical	  diagnosis,	  and	  choline	  level	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within	  the	  lymph	  node.	  	  Lymph	  nodes	  were	  characterized	  into	  one	  of	  three	  groups	  based	  on	  histopathologic	  evaluation:	  normal/mildly	  reactive,	  moderately	  reactive/lymphoid	  hyperplasia,	  or	  malignant.	  	  	   Lymph	  nodes	  were	  thawed	  at	  room	  temperature	  prior	  to	  imaging,	  and	  a	  small	  volume	  of	  buffered	  saline	  was	  added	  to	  the	  sample	  tube	  in	  order	  to	  enhance	  shimming	  (enough	  to	  immerse	  the	  tissue).	  	  MRI	  and	  single	  voxel	  1HMRS	  of	  all	  lymph	  nodes	  were	  performed	  on	  a	  14.1Tesla	  ultra-­‐high	  resolution,	  vertical	  bore	  (89mm)	  micro-­‐imaging	  scanner	  (Oxford	  Instruments,	  Abington,	  UK)	  equipped	  with	  a	  Unity/Inova	  console	  (Varian,	  Palo	  Alto,	  CA)	  and	  a	  custom-­‐made	  radiofrequency	  coil	  (Boris	  Odintsov,	  “Tunable	  radio-­‐frequency	  coil,”	  US	  Patent#	  US	  8,049,502	  B2;	  11/01/2011).	  	  Proton	  density+T1	  weighted	  images	  of	  each	  lymph	  node	  were	  acquired	  with	  a	  spin-­‐echo	  multi	  slice	  (SEMS)	  sequence	  (TR	  1500msec,	  TE	  8ms)	  with	  averaging	  (NEX	  100)	  performed	  to	  improve	  the	  overall	  signal	  to	  noise.	  	  Voxel	  placement	  was	  performed	  by	  an	  MR	  spectroscopist	  (B.O.)	  with	  over	  10	  years	  of	  experience	  in	  high	  magnetic	  field	  micro-­‐imaging	  studies.	  The	  voxel	  was	  placed	  within	  a	  central,	  homogeneous	  region	  within	  the	  lymph	  node,	  purposefully	  excluding	  any	  residual	  perinodal	  fat	  or	  susceptibility	  artifact	  created	  by	  small	  gas	  bubbles	  within	  the	  vial.	  	  Voxel	  size	  was	  2x2x2mm3.	  	  1HMRS	  was	  acquired	  (TR	  1500msec,	  TE	  2.8msec),	  with	  global	  and	  localized	  shimming	  of	  the	  water	  protons	  via	  an	  image-­‐based	  shimming	  method	  and	  optimization	  via	  water	  suppression	  (CHESS)	  and	  lipid	  peak	  saturation.	  The	  time	  required	  to	  perform	  each	  study	  was	  approximately	  10	  minutes.	  	   The	  choline	  resonance	  was	  confirmed	  by	  comparison	  to	  a	  reference	  standard,	  with	  the	  an	  expected	  chemical	  shift	  of	  3.22ppm	  and	  range	  of	  3.16-­‐3.28.33	  	  Choline	  levels	  were	  quantitated	  via	  calculation	  of	  the	  total	  choline	  containing	  compound	  signal-­‐to-­‐noise	  ratio	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(Cho	  SNR),	  which	  involves	  measuring	  the	  total	  choline	  containing	  compound	  peak	  signal	  amplitude	  (measured	  in	  arbitrary	  units	  (AU))	  and	  comparing	  to	  the	  background	  noise	  level	  (a	  region	  of	  the	  spectrum	  in	  which	  no	  signals	  are	  expected,	  <1ppm	  or	  >6ppm)	  in	  the	  same	  voxel.16,	  34	  	  A	  lymph	  node	  with	  a	  corresponding	  Cho	  SNR	  >/2	  was	  characterized	  as	  malignant.16,	  35-­‐39	  	  The	  Cho	  SNRs	  were	  then	  compared	  with	  histopathology	  results	  (gold	  standard).	  	  Sensitivity	  (true	  positive	  rate),	  specificity	  (true	  negative	  rate),	  positive	  and	  negative	  predictive	  values	  were	  calculated	  for	  the	  technique.	  	  	  The	  distribution	  of	  the	  continuous	  data	  was	  evaluated	  using	  the	  Shapiro-­‐Wilk	  test,	  skewness,	  kurtosis,	  and	  q-­‐q	  plots.	  Data	  that	  was	  not	  normally	  distributed	  was	  log	  transformed	  for	  parametric	  analysis.	  A	  linear	  mixed	  model	  was	  used	  to	  determine	  if	  histopathology	  status,	  node	  location,	  sex	  (M,	  F),	  or	  breed	  (purebred,	  mix)	  of	  the	  dog	  had	  an	  effect	  on	  choline	  levels.	  A	  mixed	  model	  was	  used	  to	  account	  for	  the	  fact	  that	  a	  different	  number	  of	  lymph	  nodes	  were	  recovered	  from	  each	  of	  the	  subjects.	  The	  -­‐2	  restricted	  log	  likelihood	  was	  used	  to	  assess	  model	  fit.	  When	  a	  main	  effect	  variable	  was	  found	  to	  be	  significant,	  a	  follow-­‐up	  Bonferonni	  test	  was	  used	  to	  determine	  where	  the	  difference	  existed	  between	  responses.	  Statistical	  tests	  were	  selected	  and	  completed	  by	  an	  experienced	  statistician	  (M.M)	  using	  commercial	  software	  (SPSS	  22.0	  IBM	  Company,	  Chicago,	  IL).	  	  A	  p<0.05	  was	  used	  to	  determine	  statistical	  significance.	  	  	  
Results	  	   A	  total	  of	  54	  lymph	  nodes	  were	  collected	  from	  a	  population	  of	  19	  dogs.	  	  Breeds	  included	  one	  each	  of	  the	  following:	  Boxer,	  Beagle,	  Siberian	  Husky,	  Collie,	  Daschund,	  Labrador,	  Cocker	  Spaniel,	  Papillon,	  Maltese,	  and	  German	  Shepherd,	  two	  American	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Staffordshire	  Bull	  Terriers,	  two	  Golden	  Retrievers,	  and	  five	  mixed	  breed	  dogs.	  	  Dogs	  ranged	  in	  age	  from	  6	  months	  to	  14	  years,	  and	  included	  7	  spayed	  females,	  1	  intact	  male,	  and	  11	  castrated	  males.	  	  Lymph	  nodes	  collected	  included	  9	  popliteal,	  2	  mandibular,	  2	  prescapular,	  2	  medial	  iliac,	  1	  splenic,	  4	  mediastinal,	  1	  colic,	  and	  33	  jejunal.	  	  Histopathologic	  characterization	  was	  as	  follows:	  37	  malignant,	  8	  moderately	  reactive/lymphoid	  hyperplasia,	  and	  9	  normal/mildly	  reactive.	  	  The	  malignant	  population	  consisted	  of	  intermediate	  or	  high-­‐grade	  lymphoma	  (31)40,	  metastatic	  mast	  cell	  neoplasia	  (5)	  and	  metastatic	  follicular	  adenocarcinoma	  (1).	  	  	  For	  the	  mixed	  model,	  the	  best	  model	  fit	  only	  included	  histopathology	  code	  (-­‐	  2	  log	  likelihood=20.666).	  There	  was	  a	  significant	  difference	  in	  histopathology	  code	  by	  choline	  levels	  (F=10.2,	  p=0.0001),	  with	  malignant	  lymph	  nodes	  (median:	  2.7,	  10-­‐90%:	  1.1-­‐7.14,	  min-­‐max:	  1.0-­‐28.9)	  having	  significantly	  higher	  choline	  levels	  than	  both	  normal/mildly	  reactive	  lymph	  nodes	  (p=0.002;	  median:	  1.10,	  10-­‐90%:	  1.0-­‐1.15,	  min-­‐max:	  1.0-­‐2.0)	  and	  moderately	  reactive/hyperplastic	  lymph	  nodes	  (p=0.006;	  median:	  1.15,	  10-­‐90%:	  1.1-­‐7.14,	  min-­‐max:	  1.0-­‐2.6).	  	  	  There	  was	  no	  significant	  difference	  in	  choline	  levels	  between	  normal/mildly	  reactive	  and	  moderately	  reactive/hyperplastic	  lymph	  nodes	  (p=1.0).	  	  There	  was	  no	  significant	  association	  between	  Cho	  SNR	  and	  breed,	  sex,	  or	  nodal	  location.	  	  Overall,	  
1HMRS	  detected	  malignancy	  via	  elevation	  of	  the	  choline	  metabolite	  with	  a	  sensitivity,	  specificity,	  positive	  and	  negative	  predictive	  value	  of	  80.4%,	  94.4%,	  97.4%,	  and	  65.4%	  respectively.	  Figure	  1	  (a,	  b)	  demonstrates	  the	  1HMRS	  spectrum	  and	  MR	  image	  acquired	  from	  a	  normal	  lymph	  node.	  	  This	  spectrum	  is	  representative	  of	  the	  9	  normal/mildly	  reactive	  lymph	  nodes	  assessed.	  	  Note	  the	  presence	  of	  a	  single,	  tall	  typical	  lipid	  peak	  centered	  on	  1.5-­‐
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1.6ppm.	  	  A	  choline	  peak	  was	  not	  detected.	  	  The	  Cho	  SNRs	  of	  the	  normal	  population	  ranged	  from	  1.1-­‐1.2	  (choline	  signal	  roughly	  equivalent	  to	  the	  background	  noise).	  	  Figures	  2	  (a,	  b)	  and	  3	  (a,	  b)	  demonstrate	  the	  1HMRS	  spectra	  and	  MR	  images	  acquired	  from	  a	  lymph	  node	  with	  lymphoma	  (Fig.	  2)	  and	  metastatic	  follicular	  adenocarcinoma	  (Fig.	  3).	  	  Both	  spectra	  demonstrate	  the	  presence	  of	  a	  tall,	  sharp	  choline	  peak;	  the	  Cho	  SNRs	  for	  the	  lymphoma	  and	  metastatic	  follicular	  adenocarcinoma	  lymph	  nodes	  were	  28.9	  and	  3.52	  respectively.	  	  Note	  that	  the	  lymphoma	  lymph	  node	  spectrum	  shows	  numerous	  peaks	  upfield	  from	  choline,	  the	  sources	  for	  which	  were	  not	  definitively	  confirmed.	  	  These	  peaks	  may	  represent	  additional	  metabolites;	  they	  were	  not	  identified	  in	  other	  malignant	  lymph	  nodes.	  There	  were	  9	  false	  negatives	  (malignant	  lymph	  nodes	  with	  Cho	  SNR	  <2)	  and	  a	  single	  false	  positive	  (severe	  lymphoid	  hyperplasia	  node	  with	  Cho	  SNR	  =	  2.6).	  	  	  
Discussion	  Results	  of	  this	  study	  indicate	  that	  the	  choline	  metabolite	  is	  detectable	  in	  canine	  lymph	  nodes	  ex	  vivo,	  and	  that	  the	  Cho	  SNR	  is	  significantly	  higher	  in	  malignant	  canine	  lymph	  nodes	  than	  in	  both	  normal/mildly	  reactive	  and	  moderately	  reactive/hyperplastic	  lymph	  nodes.	  Normal	  human	  tissues	  are	  characterized	  by	  low	  or	  absent	  choline	  levels,	  while	  malignant	  tissue	  levels	  are	  high.41-­‐43	  This	  elevation	  of	  the	  choline	  metabolite	  appears	  to	  be	  non-­‐specific	  for	  tissue	  origin	  or	  tumor	  type.	  	  Choline	  elevation	  in	  neoplastic	  tissue	  is	  best	  explained	  by	  a	  combination	  of	  theories.	  	  Choline	  is	  a	  component	  of	  the	  normal	  cell	  phospholipid	  membrane,	  and	  low	  levels	  of	  choline	  may	  be	  detected	  within	  normal	  tissue,	  particularly	  at	  higher	  field	  strengths.44	  	  Elevated	  choline	  levels	  have	  been	  extensively	  correlated	  with	  rapid	  cell	  membrane	  turnover	  in	  neoplastic	  states.45-­‐48	  The	  intensity	  of	  the	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choline	  resonance	  has	  also	  been	  correlated	  with	  the	  cellular	  density	  of	  the	  tumor.49	  	  Presently,	  it	  is	  thought	  that	  the	  elevation	  in	  choline	  metabolites	  most	  likely	  results	  from	  enzyme	  activity	  involved	  in	  the	  biosynthesis	  and	  breakdown	  of	  the	  major	  membrane	  phospholipid	  phosphatidylcholine	  during	  tumor	  progression.	  	  These	  enzymes	  are	  impacted	  by	  growth	  factor	  signaling	  as	  well	  as	  oncogene	  and	  cytokine	  activation,	  each	  of	  which	  govern	  normal	  cell	  biochemical	  equilibrium	  and	  are	  altered	  in	  neoplastic	  states.13,	  46,	  50	  In	  support	  of	  this	  theory,	  studies	  have	  demonstrated	  that	  metastatic	  lymphadenopathy	  can	  be	  differentiated	  from	  benign	  lymphoid	  hyperplasia	  based	  on	  an	  elevated	  choline:	  creatine	  ratio	  (creatine	  acting	  as	  a	  constant	  with	  little	  variability	  between	  tissues).24,	  51	  	  Also,	  higher	  grade	  breast	  lesions	  have	  been	  associated	  with	  higher	  choline	  concentrations.46,	  52	  This	  study	  employed	  high	  field	  (14.1T)	  1HMRS	  to	  detect	  choline	  within	  canine	  lymph	  nodes.	  	  Metabolite	  peak	  separation	  (and	  thus	  peak	  identification)	  increases	  linearly	  with	  magnetic	  field	  strength.53	  	  As	  choline	  has	  not	  been	  previously	  evaluated	  in	  canine	  lymph	  nodes,	  high	  field	  1HMRS	  was	  performed	  to	  best	  resolve	  metabolites	  present	  in	  low	  concentrations	  with	  a	  high	  degree	  of	  sensitivity	  and	  precision.	  	  The	  practical	  voxel	  size	  also	  decreases	  proportionally	  when	  higher	  magnetic	  fields	  are	  used.44	  	  Short	  echo	  times	  were	  also	  utilized,	  as	  a	  short	  TE	  minimizes	  the	  T2	  losses	  of	  the	  choline	  peak	  and	  improves	  the	  overall	  signal.	  	  Overall,	  more	  metabolites	  are	  represented	  at	  lower	  TE	  times,	  and	  given	  the	  high	  spectral	  resolution	  attained	  with	  the	  high	  field	  magnet,	  choline	  was	  able	  to	  be	  identified.	  	  In	  vivo,	  TE	  times	  would	  likely	  have	  to	  be	  increased,	  as	  spectral	  resolution	  would	  be	  relatively	  decreased	  at	  lower	  magnetic	  field	  strengths.	  Sensitivity,	  specificity,	  PPV	  and	  NPV	  of	  our	  1HMRS	  technique	  for	  the	  detection	  of	  the	  choline	  metabolite	  in	  malignant	  tissues	  are	  in	  accordance	  with	  what	  is	  reported	  in	  human	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studies	  utilizing	  single	  voxel	  spectroscopy.16,	  35,	  39	  The	  single	  false	  positive	  lymph	  node	  (histopathology	  consistent	  with	  ‘severe	  lymphoid	  hyperplasia’	  and	  a	  Cho	  SNR	  =	  2.6)	  was	  a	  jejunal	  lymph	  node	  immediately	  adjacent	  to	  an	  infiltrative,	  ulcerated	  duodenal	  mass,	  which	  was	  later	  characterized	  histopathologically	  as	  low	  grade,	  small	  cell	  lymphoma.	  	  In	  this	  case	  the	  section	  of	  lymph	  node	  submitted	  for	  histopathology	  may	  not	  have	  been	  representative	  of	  the	  true	  disease,	  or	  the	  highly	  reactive	  nature	  of	  the	  lymph	  node	  may	  have	  produced	  choline	  levels	  consistent	  with	  malignancy.	  	  Alternatively,	  we	  must	  also	  consider	  that	  histopathology	  may	  be	  an	  inherently	  flawed	  gold	  standard.	  	  Conventional	  histopathology	  relies	  on	  aggregates	  of	  malignant	  cells	  for	  a	  positive	  diagnosis,	  while	  1HMRS	  detects	  biochemical	  changes	  in	  lymph	  nodes	  infiltrated	  by	  cancer	  prior	  to	  the	  development	  of	  architectural	  changes	  (when	  abnormal	  cell	  clusters	  become	  visible	  by	  light	  microscopy).	  	  Previous	  studies	  have	  demonstrated	  that	  1HMRS	  is	  able	  to	  detect	  malignancy	  in	  lymph	  nodes	  that	  were	  classified	  as	  tumor-­‐free	  by	  histopathology.22,	  47	  In	  a	  highly	  reactive	  lymph	  node	  with	  questionable	  lymphoma,	  histopathology	  is	  unable	  to	  determine	  whether	  individual	  lymphocytes	  are	  reactive	  or	  malignant.	  	  1HMRS	  may	  be	  particularly	  useful	  in	  these	  cases	  to	  detect	  early	  neoplastic	  infiltration.	  	  The	  nine	  false	  negative	  lymph	  nodes	  (histopathology	  consistent	  with	  malignancy	  with	  a	  Cho	  SNR<2)	  may	  have	  resulted	  from	  a	  non-­‐representative	  lymph	  node	  sample,	  from	  unequal	  distribution	  of	  the	  malignancy	  or	  insufficient	  effacement	  of	  the	  lymph	  node,	  inhomogeneities	  within	  the	  magnetic	  field	  complicating	  ideal	  magnet	  shimming,	  or	  variability	  in	  the	  biochemistry	  of	  the	  malignant	  cells	  themselves.	  	  Lipid	  contamination	  has	  been	  demonstrated	  to	  decrease	  the	  overall	  sensitivity	  of	  1HMRS,	  as	  adipose	  tissue	  limits	  the	  ability	  to	  optimize	  the	  field	  homogeneity	  within	  the	  selected	  volume.33	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Limitations	  of	  this	  study	  inherently	  include	  its	  ex	  vivo	  nature	  and	  use	  of	  a	  high	  magnetic	  field	  strength	  used	  for	  1HMRS.	  	  Findings	  cannot	  yet	  be	  extrapolated	  to	  living	  animals	  at	  clinical	  magnetic	  field	  strengths,	  although	  the	  authors	  believe	  that	  this	  study	  will	  provide	  a	  platform	  for	  evaluating	  malignant	  lymph	  nodes	  in	  clinical	  patients.	  	  Additionally,	  the	  study	  design	  does	  not	  allow	  for	  comparison	  of	  Cho	  SNR	  data	  between	  tumor	  types,	  given	  the	  small	  number	  of	  non-­‐lymphoma	  malignancies.	  	  Future	  studies	  are	  warranted	  to	  compare	  the	  Cho	  SNR	  ratios	  between	  different	  malignancies.	  Advanced	  MRI	  sequences/techniques	  used	  to	  attain	  additional	  diagnostic	  information	  from	  diseased	  tissue	  have	  been	  described	  in	  veterinary	  imaging	  (diffusion-­‐weighted	  imaging,54	  delayed	  gadolinium-­‐enhanced	  MR	  imaging	  of	  cartilage,55	  diffusion	  tensor	  imaging56).	  	  1HMRS	  techniques	  may	  be	  considered	  a	  useful	  addition	  to	  a	  conventional	  MRI	  scan	  to	  characterize	  tissue	  biochemistry.	  	  Current	  veterinary	  literature	  describing	  1HMRS	  techniques	  is	  extremely	  limited,	  and	  primarily	  focuses	  on	  imaging	  of	  the	  brain.	  	  The	  authors	  of	  this	  study	  speculate	  that	  based	  on	  this	  preliminary	  research,	  elevation	  of	  the	  choline	  metabolite	  may	  be	  a	  useful	  tool	  in	  the	  diagnosis	  of	  malignancy.	  	  Future	  research	  is	  needed	  to	  characterize	  choline	  levels	  within	  different	  tissue	  types	  and	  within	  different	  malignancies.	  	  Given	  that	  recent	  technological	  improvements	  have	  made	  it	  possible	  to	  rapidly	  image	  large	  body	  regions	  due	  to	  faster	  scan	  sequences	  and	  gradient	  technology,	  1HMRS	  may	  be	  particularly	  useful	  when	  applied	  to	  whole	  body	  MRI	  staging	  of	  veterinary	  cancer	  patients.57	  In	  conclusion,	  1HMRS	  has	  been	  described	  as	  a	  useful	  tool	  for	  characterizing	  tumor	  metabolism	  and	  monitoring	  response	  to	  therapy	  in	  humans.	  The	  choline	  metabolite	  is	  elevated	  in	  primary	  neoplastic	  masses	  across	  tumor	  types	  as	  well	  as	  in	  lymph	  node	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metastases.	  	  This	  study	  demonstrated	  the	  ability	  to	  detect	  choline	  in	  the	  lymph	  nodes	  of	  canine	  patients	  ex	  vivo,	  and	  found	  that	  choline	  levels	  (via	  Cho	  SNR)	  are	  significantly	  higher	  in	  malignant	  lymph	  nodes	  than	  in	  both	  normal/mildly	  reactive	  and	  moderately	  reactive/hyperplastic	  lymph	  nodes.	  	  There	  was	  no	  significant	  different	  in	  Cho	  SNR	  between	  the	  normal/mildly	  reactive	  and	  moderately	  reactive/hyperplastic	  lymph	  nodes.	  	  With	  future	  in	  vivo	  studies,	  1HMRS	  may	  be	  useful	  in	  the	  staging	  of	  veterinary	  oncology	  patients,	  and	  choline	  may	  be	  a	  metabolite	  of	  interest	  in	  the	  detection	  of	  malignancy.	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CHAPTER	  4	  TABLES	  AND	  FIGURES	  	  Fig.	  1	  
	  	  Representative	  image	  and	  spectrum	  from	  a	  human	  patient	  with	  squamous	  cell	  carcinoma	  of	  the	  head	  and	  neck.	  (a)	  Axial	  T2-­‐weighted	  image	  from	  the	  neck	  region	  demonstrating	  a	  hyperintense	  metastatic	  lymph	  node.	  The	  white	  box	  overlaid	  on	  the	  T2-­‐	  weighted	  image	  shows	  the	  voxel	  selected	  for	  spectroscopy.	  (b)	  Proton	  spectrum	  (echo	  time,	  135	  ms)	  from	  a	  single	  voxel	  demonstrating	  a	  resonance	  of	  total	  choline	  (tCho).	  	  Reprinted	  with	  permission	  from	  Elsevier.	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  Fig.	  2	  	  	  
	  	  (A)	  Pre-­‐therapy	  T2-­‐weighted	  sagittal	  fat	  suppressed	  image	  of	  a	  human	  patient	  with	  locally	  advanced	  breast	  cancer	  who	  is	  a	  responder	  with	  the	  multi-­‐voxel	  spectroscopy	  grid.	  (B)	  Spectrum	  obtained	  from	  a	  voxel	  shown	  in	  (A)	  with	  tCho	  signal.	  (C)	  Post-­‐therapy	  MR	  image	  of	  the	  same	  patient	  after	  three	  rounds	  of	  neo-­‐adjuvant	  chemotherapy.	  (D)	  Spectrum	  obtained	  from	  a	  voxel	  highlighted	  in	  (C)	  that	  showed	  no	  tCho,	  and	  thus	  demonstrating	  response	  to	  therapy.	  Reprinted	  with	  permission	  from	  John	  Wiley	  and	  Sons	  Limited.	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Fig.	  3	  
	  	   (A) Pre-­‐therapy	  T2-­‐weighted	  sagittal	  fat	  suppressed	  image	  of	  a	  human	  patient	  with	  locally	  advanced	  breast	  cancer	  who	  is	  a	  non-­‐responder	  with	  the	  multi-­‐voxel	  spectroscopy	  grid.	  (B)	  Spectrum	  obtained	  from	  a	  voxel	  highlighted	  in	  (A)	  showing	  tCho	  signal.	  (C)	  Post-­‐therapy	  T2-­‐weighted	  sagittal	  fat	  suppressed	  image	  of	  the	  same	  patient	  after	  three	  rounds	  of	  neo-­‐adjuvant	  chemotherapy.	  (D)	  Spectrum	  obtained	  from	  a	  voxel	  highlighted	  in	  (C)	  showing	  persistently	  elevated	  tCho	  signal,	  demonstrating	  a	  lack	  of	  response	  to	  treatment.	  	  Reprinted	  with	  permission	  from	  John	  Wiley	  and	  Sons	  Limited.	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Fig.	  4	  A	  (top),	  B(bottom)	  
	  
	  
 
1HMRS spectrum (a) and MR image (b) obtained from a normal canine lymph nodes.  Note the 
presence of a large lipid peak at 1.5-1.6ppm.  A choline peak is not appreciated.  The Cho SNR 
was considered 1.0 (not detected above the level of the baseline noise). 
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Fig. 5 A (top), B (bottom) 
 
 
1HMRS spectrum (a) and MR image (b) obtained from a T cell lymphoma lymph node.  Note the 
presence of a sharp choline peak in the expected region of the spectrum (arrow).  Several other 
unidentified peak are noted upfield, which are of unknown clinical significance.  The Cho SNR 
attained from this node was 28.9.  Figure 5b demonstrates placement of the 2mm3 voxel within a 
central, homogeneous region of the lymph node. 
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Fig. 6 A (top), B (bottom) 
 
 
1HMRS spectrum (a) and MR image (b) obtained from a metastatic thyroid carcinoma lymph 
node.  A large choline peak is detected (arrow).  The Cho SNR attained from this node was 3.52. 
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Table	  1.	  	  Commonly	  studied	  1H	  magnetic	  resonance	  spectroscopy	  detectable	  metabolites Metabolite	   Chemical	  shift	  (ppm)	   Metabolic	  marker	   Application	  to	  metabolism	  in	  neoplastic	  tissues	  Total	  choline	  (tCho)	   3.2	   Cell	  membrane	  synthesis	   -­‐increased	  in	  cell	  proliferation	  associated	  with	  tumor	  growth	  or	  progression	  -­‐increased	  in	  both	  primary	  lymph	  node	  neoplasia	  and	  lymph	  node	  metastases	  -­‐	  decreased	  in	  response	  to	  anti-­‐tumor	  treatment	  (chemotherapy,	  radiation);	  prediction	  of	  response	  to	  therapy	  Creatine	  (Cr)	   3.02	   Cellular	  energy	  metabolism	   -­‐Relatively	  stable,	  often	  used	  as	  internal	  reference	  -­‐	  May	  be	  decreased	  in	  some	  tumors	  N-­‐acetyl	  aspartate	  (NAA)	   2.02,	  2.6	   Neuronal	  density	  and	  viability	   -­‐decreased	  in	  any	  pathology	  resulting	  in	  neuronal	  loss	  or	  function	  (neoplasia,	  stroke,	  epilepsy,	  Alzheimer’s	  disease)	  	  Lipid	   0.9-­‐1.4	   Component	  of	  many	  normal	  tissues,	  possible	  marker	  for	  tissue	  necrosis	  
	  
-­‐	  increased	  in	  high-­‐grade	  human	  gliomas,	  lymphomas,	  metastases,	  and	  in	  regions	  of	  tumor	  necrosis	  
Lactate	  (Lac)	   1.31,	  4.1	   End	  product	  of	  anaerobic	  metabolism	   -­‐	  increased	  in	  hypoxia,	  stroke,	  diseases	  of	  oxidative	  metabolism,	  cancer	  metastases,	  tumor	  necrosis,	  late	  stage	  brain	  cancers	  
 
 	  
